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Resumen 
Para evaluar la exposición potencial de las abejas a contaminantes químicos, se 
entrevistaron apicultores y agricultores de cuatro regiones de Colombia, para caracterizar 
las prácticas de manejo y los pesticidas usados, y así, identificar los principales residuos 
que amenazan la inocuidad de la miel de abejas producida. En total se analizaron 61 
muestras de miel, las cuales fueron recolectadas durante los años 2010 a 2011. A través de 
un método multiresiduo se determinaron los niveles de residualidad de algunos insecticidas, 
fungicidas y acaricidas seleccionados, usando para el análisis cromatografía de gases  con 
detección simultánea a través de los detectores nitrógeno-fosforo y captura electrónica CG-
NPD/µ-ECD y para la confirmación, cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 
masas CG-MS. En este estudio, se identificó la presencia de residuos en 32 muestras  de 
miel (52,4% de incidencia), encontrando principalmente residuos de plaguicidas 
organoclorados y organosforados. El principal compuesto detectado fue el clorpirifos 
(36,1% de incidencia), seguido de profenofos (16,4% de incidencia), DDT (6,6% de 
incidencia), HCB (6,6% de incidencia), γ-HCH (4,9% de incidencia) and fenitrotion (1,6% de 
incidencia). Sin embargo, las concentraciones encontradas fueron muy bajas y solo el 4,9% 
de las muestras analizadas excedieron el límite máximo de residuos establecido en la 
regulación (EC) No 396/2005 del Parlamento Europeo. De acuerdo a los resultados de las 
encuestas, es altamente probable que la contaminación de las mieles producidas en las 
regiones apícolas colombianas bajo estudio, sea causada por las prácticas agrícolas 
desarrolladas alrededor de las colmenas instaladas. 
Palabras clave: residuos de plaguicidas, miel, seguridad alimentaria, método multiresiduo.  
Abstract 
To assess potential exposure of bees to chemicals contaminants, pesticide use and 
management practices of local beekeepers and farmers, four Colombian regions were 
surveyed and residue concentrations were determined on some pesticides used and others 
banned for honey. A total of 61 honey samples were collected and analyzed during the 
period between 2010 and 2011. Residual levels of selected insecticides, fungicides and 
acaricides were determined with a multiresidue method, using GC-NPD/µ-ECD for the 
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analysis and GC-MS for the confirmation. In this study, pesticide residues were identified in 
32 samples (52.4% incidence), where organochlorine and organophosphorus pesticides 
were mainly found. The main compounds detected were chlorpyrifos (36.1% incidence), 
followed by profenofos (16.4% incidence), DDT (6.6% incidence), HCB (6.6% incidence), γ-
HCH (4.9% incidence) and fenitrothion (1.6% incidence). However, the concentrations found 
were very low and only 4.9% of the samples exceeded the MRL concentration established in 
Regulation (EC) No 396/2005 of the European Parliament. According to the survey results, it 
is highly probable that the contamination of the honey produced in Colombia beekeeping 
regions under study, is caused by agricultural practices developed around of the hives 
installed. 
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Algunos ecosistemas naturales presentan contaminación como resultado de los 
residuos generados por el uso frecuente e inadecuado de compuestos químicos, 
como plaguicidas utilizados en actividades agropecuarias. Estas sustancias 
xenobióticas inciden en la actividad apícola del país debido a que son recolectadas, 
transportadas, almacenadas y concentradas en la colmena por las abejas durante la 
actividad de pecoreo, permaneciendo como residuos en la miel.  
La cuantificación de estos compuestos puede emplearse como un bioindicador para 
monitorear el estado del medio ambiente en una región apícola, ya que la 
persistencia de estas sustancias toxicas perjudica directamente a todas las 
especies que interactúen con dicho entorno.  
Otro origen de los contaminantes persistentes en la miel de abejas, son los residuos 
químicos de uso frecuente para los controles veterinarios, debido a la aplicación 
excesiva e inapropiada de acaricidas utilizados para el control de enfermedades en 
la colmena. Para impedir que mieles contaminadas afecten a los consumidores, 
algunas organizaciones internacionales han establecido límites máximos de 
residuos para algunos contaminantes identificados en este alimento. 
Por tanto, el principal objetivo del presente trabajo consistió en realizar la evaluación 
de la presencia de residuos de plaguicidas en mieles producidas en los 
departamentos de Boyacá, Cundinamarca Magdalena y Santander. Estos 
departamentos representan cerca del 50% de los núcleos de producción melífera 
del país y el 35% de la población de apicultores identificados por el Ministerio de 
Agricultura y Desarrollo Rural. Para cumplir con este objetivo, se entrevistaron cerca 
de 100 apicultores que poseen apiarios en estas 4 regiones, los cuales manejan 
aproximadamente 3000 colmenas. Como resultado principal se encontró que 
alrededor del 50% de los apiarios de las regiones en estudio han tenido problemas 
con infecciones apícolas, siendo la Varroasis y Loque las principales enfermedades 
que atacan las abejas. Para contrarrestar el impacto de estas enfermedades, el 
11% de los apicultores entrevistados recurren al uso de los acaricidas flumetrina y τ-
fluvalinato en las colmenas. De igual forma, cerca del 72% de los apiarios de las 
regiones en estudio están ubicados cerca de actividades agrícolas (Distancias 
menores a 1 km). De estos apiarios, el 61% se encuentran en terrenos fumigados 
con los plaguicidas acefato, λ-cihalotrina, cipermetrina, clorpirifos, cúmafos, 
deltametrina, dimetomorf, fenitrotion, metalaxil, metil paration, profenofos, entre 
otros, empleados en la protección de cultivos de algodón, arroz, café, papa y 
algunos frutales, principalmente. 
Para realizar el análisis de estos compuestos se desarrolló, optimizó y validó una 
metodología multiresiduo para el análisis de plaguicidas en miel de abejas, la cual 
mostró ser específica, exacta y precisa a través de la validación para 53 
plaguicidas, incluidos organoclorados, organofosforados, organonitrogenados y 
piretroides. La evaluación de linealidad se realizó en un rango de concentración de 
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0,005 µg mL−1 a 0,500 µg mL−1, haciendo uso de curvas preparadas en blanco de 
matriz, encontrándose que se ajustan a un modelo de regresión lineal con 
coeficientes de correlación en un rango de 0,9813 a 0,9998. Los porcentajes de 
recuperación obtenidos mediante la fortificación de miel blanco a tres niveles de 
concentración están en el rango de 76,6% a 119,9%, con valores de precisión 
expresados como coeficientes de variación menores al 20% (20<%CV), excepto 
para los plaguicidas acefato, metamidofos y monocrotofos que presentaron 
porcentajes de recuperación de 34,5%, 47,8% y 46,6%, respectivamente. Para la 
mayoría de los plaguicidas el límite de detección encontrado está en el rango de 
0,0004 mg kg−1 a 0,050 mg kg−1 y el límite de cuantificación está en un rango de 
0,001 mg kg−1 a 0,167 mg kg−1, excepto para los plaguicidas cimoxanil, 
ciproconazol, oxadicil y propargite 
Finalmente, se observó que el 52,5% de las mieles analizadas de los 
departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander presentan 
residuos de plaguicidas organoclorados y organofosforados, estando el clorpirifos 
en el 36,1% de las mieles analizadas, seguido de profenofos presente en el 16,4% 
de las muestras. Con menor frecuencia se encontró HCB y DDT, detectados en el 
6,6% de las muestras, ϒ-HCH en el 4,9% de las muestras y fenitrotion en el 1,6% de 
las muestras de mieles. A pesar de esto, solamente el 6,6% de las muestras de miel 
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Desde tiempos antiguos, la miel se ha caracterizado por ser un endulzante natural, 
teniendo una importante posición como producto de consumo internacional, con 
una producción mundial estimada en más de 1 millón de toneladas métricas. 
Desde el año 1996 hasta la fecha este producto ha presentado un aumento en la 
producción del 25 % [1]. De acuerdo con el precio promedio de este producto en 
Estados Unidos, en el año 2007 el valor global de la producción de miel alcanzó 
valores estimados en 1,25 billones de dólares [2]. Colombia ha incursionado 
recientemente a este mercado con la exportación de aproximadamente 2 millones 
de dólares correspondientes a 2000 toneladas métricas por año. 
La producción apícola de miel no solo es rentable económicamente, sino que se 
caracteriza por ser una actividad ecológica y cultural de gran importancia, 
principalmente por la polinización de cultivos, quizás la máxima contribución de la 
apicultura al sector agrícola y al medio ambiente [3].  Únicamente en los EE.UU, la 
polinización dirigida genera ganancias por un valor anual aproximado de 16,4 
billones de dólares [4]. 
Sin embargo, el uso de productos químicos para la protección de los cultivos, 
como es el caso de los plaguicidas, genera una amenaza inminente para las 
prácticas apícolas del mundo debido a que un gran número de dichas moléculas 
provocan reacciones negativas en el sistema neurológico, reproductivo e inmune 
de las abejas [5-8]. Además, los plaguicidas pueden llegar a contaminar la miel 
que se produce en las colmenas que están cerca a estas zonas agrícolas, ya sea 
a través de las abejas o a través del medio ambiente, tal como se muestra en la 
Figura 1 [9]. 
 
Figura 1. Principales vías de contaminación de la miel de abejas para consumo humano. 
El medio que rodea a la colmena no es el único factor de contaminación de la miel 
por plaguicidas, la aplicación directa de productos para control veterinario por 
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parte de los apicultores es otra fuente importante de tóxicos en la colmena. 
Plaguicidas tales como amitraz, cumafós, flumetrina, tau-fluvalinato usados para el 
control del ácaro Varroa jacobsoni destructor, también pueden permanecer como 
residuos en la miel cuando se aplican de forma inapropiada en la colmena (Ver 
Figura 1) [9-11].  
Debido a esta situación, la Unión Europea y otros países consumidores de miel de 
abejas han emitido reglamentos estrictos que regulan la comercialización de este 
producto, en los cuales se establecen límites máximos de residuos (LMR) para 
una gran variedad de contaminantes [12]. De esta manera, la presencia de 
residuos de plaguicidas puede llegar a convertirse en una barrera fitosanitaria en 
el momento en el que se desea exportar la miel a estos países. Esta legislación ha 
tomado tal importancia, que un país que no controle la calidad e inocuidad de este 
alimento puede llegar a ser sancionado con un veto de comercialización. Por este 
motivo, en el mundo se proponen constantemente metodologías analíticas, cada 
vez más precisas, específicas, exactas, rápidas, robustas y capaces de detectar y 
cuantificar concentraciones inferiores al LMR para un gran número de plaguicidas 
de uso agrícola y apícola en miel de abejas [13]. Lo anterior con el objeto de 
garantizar un producto inocuo y de buena calidad para el usuario final. 
Debido al enorme potencial agropecuario que posee Colombia, se están 
desarrollado múltiples esfuerzos por parte de los apicultores, asociaciones 
apícolas, academia y gobierno del país, buscando posicionar el país como un 
productor de miel y polen de alta calidad. Con este fin, desde al año 2006 se 
estableció la Cadena de Producción de las Abejas y la Apicultura, la cual facilita la 
comercialización de los productos de la colmena fuera y dentro del país [14]. En 
consecuencia, la producción de miel del país está incrementando gradualmente en 
volumen y en calidad. 
En este contexto, es importante que en Colombia se generen metodologías 
confiables que permitan realizar un seguimiento de los niveles de residuos de 
plaguicidas en las mieles exportadas e importadas por el país, las cuales deben 
ser compatibles con la tecnología e infraestructura disponible, para que sean 
aprovechadas por las respectivas entidades reguladoras. De igual forma, los 
apicultores tendrán herramientas para certificar y asegurar la inocuidad de sus 
productos frente a un mercado cada vez más exigente, lo cual beneficia a los 
consumidores de estos productos de origen natural. 
Es por este motivo que el Instituto de Ciencia y Tecnología de Alimentos (ICTA), 
en colaboración con el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, cuatro 
asociaciones de apicultores y el Laboratorio de Análisis de Residuos de 
Plaguicidas (LARP) de la Universidad Nacional de Colombia acreditado bajo la 
norma NTC-ISO 17025, apoyaron el desarrollo de la presente investigación, la 
cual tuvo como objetivo principal, evaluar el contenido de residuos de plaguicidas 
de uso agrícola y apícola en miel de abejas producida en los departamentos de 
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Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander. Para este fin, fueron 
seleccionadas muestras de miel producidas por abejas Apis mellifera y por abejas 
nativas de cada región, que poseían características fisicoquímicas acordes a las 
exigidas en la Norma Técnica Colombiana NTC 1273 de 2007, Miel de abejas. 
Los resultados obtenidos en este trabajo, permitieron realizar una evaluación 
preliminar acerca del impacto de las prácticas agrícolas y apícolas desarrolladas 
en las cuatro regiones colombianas en estudio, sobre la miel cosechada. 
Para alcanzar este fin, la tesis se ha estructurado en 3 capítulos. El capítulo I, 
denominado estado del arte, contiene un resumen acerca de los conceptos 
básicos e investigaciones más relevantes sobre contaminantes en miel y métodos 
analíticos para su determinación. El capítulo II, denominado desarrollo, 
optimización y validación de la metodología experimental, muestra cada uno de los 
pasos realizados para la obtención de una metodología multiresiduo confiable y 
eficiente para el análisis de plaguicidas en miel de abejas colombiana. Finalmente 
el capítulo III, denominado evaluación de residuos de plaguicidas en muestras de 
miel colombiana, contiene la información de origen y caracterización fisicoquímica 
de las muestras de miel incluidas en el muestreo. Igualmente, en este capítulo se 
exponen las concentraciones de los plaguicidas obtenidos al implementar la 
metodología multiresiduo sobre las muestras de miel provenientes de los 
departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander. El texto 
finaliza con algunas conclusiones generales acerca del desarrollo de la 
investigación, así como algunas recomendaciones para investigaciones 
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CAPÍTULO I. ESTADO DEL ARTE 
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La producción de miel natural, inicia con la recolección del néctar, que se realiza 
en promedio por 20.000 abejas que salen a explorar un área aproximada de 7 km2 
alrededor de la colmena [1]. Dependiendo de la cantidad de alimento disponible y 
de la especie de abeja, estas pueden realizar cerca de 10 viajes diarios, recorrer 
distancias que varían entre los 100 m y los 14 km, interactuando de forma directa 
con los recursos naturales del medio [2]. Una vez las abejas localizan una fuente 
de néctar, lo beben y transportan al fondo del esófago, donde actúan las enzimas 
de las glándulas hipofaringeal y salival, las cuales alteran la composición química 
del líquido azucarado. La diastasa y la invertasa son las principales enzimas del 
proceso de transformación del néctar a miel, ya que realizan la fragmentación de 
los grandes sacáridos del néctar a monosacáridos [3]. Después del proceso de 
recolección el néctar es regurgitado por las abejas obreras directamente en las 
celdillas próximas a la entrada de la colmena. Normalmente este líquido 
azucarado se extiende en la celdilla y pierde agua por evaporación, luego es 
succionado y regurgitado varias veces por las abejas de la colmena durante un 
periodo de 15 a 20 min. Estas acciones incrementan la cantidad de enzimas en la 
mezcla y permiten la concentración de azúcares hasta valores de 40 % al 50 %. 
Luego este líquido se almacena y concentra en las celdillas dentro de la colmena 
durante algunos días hasta alcanzar una concentración entre el 70 y el 80%. Las 
abejas aceleran el proceso de evaporación de agua abanicando constantemente 
las alas frente a las celdillas [4].  
La miel obtenida de este proceso natural presenta una composición única (Ver 
Figura 2), definidas por la ubicación geográfica, flora y condiciones climáticas de la 
región de producción, que son las responsables de las características 
organolépticas de este alimento [3, 5]. 
 
Figura 2. Composición química porcentual de la miel de abejas. 
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La estabilidad de la miel de abejas depende fundamentalmente de dos 
parámetros, la concentración de carbohidratos la cual influye en la velocidad de 
cristalización de la miel, y la humedad que influye en la estabilidad química dado 
que valores muy altos de agua la hacen susceptible a la fermentación por 
levaduras [6]. 
Los componentes minoritarios de la miel como son: a) aminoácidos: 
principalmente  la prolina; b) vitaminas: en su mayoría hidrosolubles del grupo B; 
c) compuestos fenólicos: fenoles simples, cumarinas, naftoquinonas, xantonas, 
estilbenos, antraquinonas, flavonoides [7], le otorgan múltiples cualidades 
nutricionales y medicinales, tales como prevención de trastornos intestinales, 
ulceras de estómago, gastroenteritis, insomnio, afecciones de garganta y algunas 
cardiacas, etc. [8]. De igual forma, su consumo aumenta el contenido de 
hemoglobina en la sangre y el vigor muscular. Su uso externo, cura quemaduras y 
heridas, debido a la presencia de sustancias contenidas en las plantas 
pecoreadas. Favorece la cicatrización y previene infecciones gracias a la 
presencia de la enzima glucosa-oxidasa [4, 8, 9]. 
No obstante, el uso constante de una gran variedad de productos químicos 
necesarios para realizar actividades agropecuarias, industriales, mineras, entre 
otras, ha desencadenado el deterioro progresivo de los recursos naturales. La 
mayoría de estos productos xenobióticos además de ser tóxicos, poseen la 
capacidad de conservar intactas sus características fisicoquímicas durante largos 
periodos de tiempo, resistiéndose a la degradación química y biológica, lo cual 
permite que se propaguen y acumulen en los diferentes compartimientos 
ambientales que existen en el planeta [10]. Una vez que estos contaminantes 
están presentes en la naturaleza, pueden interactuar con las abejas debido a la 
gran cantidad de tiempo que éstas permanecen expuestas al medio ambiente 
durante la recolección del néctar [11], como se muestra en la Figura 1. Una vez 
entran en contacto con las abejas, son transportados, almacenados y 
concentrados en la colmena junto con la miel, razón por la cual, estos insectos 
polinizadores y la miel que producen, se emplean como bioindicadores para 
estimar el estrés al que está sometido un ecosistema [12, 13].  
De la misma forma en que los contaminantes ambientales influyen en la inocuidad 
de la miel, también es importante considerar los residuos procedentes de los 
productos químicos veterinarios empleados para tratar las enfermedades que 




27 Evaluación de la presencia de residuos de plaguicidas en miel de abejas provenientes 
























Loque Americana Paenibacillus larvae 
 
 Sulfatiazol An 
 Tilosina An 
 Tetraciclina An 
 Oxitetraciclina An 
 Clortetraciclina An 
 Demeclociclina An 
 Doxiciclina  An 
 Metaciclina An 
 Minociclina An 
 Rolitetraciclina An Loque Europea Melissococcus plutonius 
Fungales 
Cría cal Ascosphaera Apis 
(Maassen Claussen)  Óxido de etileno 
 Timol 
 Propanoato de 
sodio 
 Nistatina An 
 Tiabendazol An 
  
 Cría de piedra Aspergillus clavus 
Aspergillus Fumigatus 
Virales 

























Acariosis Acarapis woodi 
 
 Mentol  Acido fórmico 
Varroasis Varroa destructor 
 
 Acido Oxálico 
 Acido fórmico 
 Amitraz Ac 
 Bromopropilato Ac 
 Cimiazole Ac 
 Clordimefon Ac 
 Cumafos Ac 
 Flumetrina Ac 
 Imidacloprid Ac 





 Fumagilina An 
 
 Trisulfas An 
 
Amebosis Malpigamoeba mellificae prell  Sulfanamidas An 
Bacterianas 
Septicemia Pseudonomas apiséptica 
burniside  Estreptomicina An 
Virales 
Parálisis Virus de la parálisis aguda 
Virus de la parálisis crónica 
 Oxitetraciclina An 
An: Antibiótico                 Ac: Acaricida 
Tabla 1. Principales enfermedades que atacan a las abejas apis mellifera y los tratamientos 
químicos recomendados para su control. Fuentes: [16, 17]. 
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Los residuos químicos veterinarios en la miel aparecen cuando los apicultores 
hacen caso omiso de las dosis, frecuencias de aplicación y tiempos de carencia 
recomendados por los fabricantes [18, 19]. Además, el uso excesivo de acaricidas 
en las actividades apícolas, puede desencadenar otros problemas al interior de la 
colonia de abejas, como son la reducción de la flora bacteriana natural del interior 
de la colmena y el favorecimiento del desarrollo de otras enfermedades como la 
cría de cal o la cría de piedra [17]. Por tanto, la presencia de residuos veterinarios 
en la miel de abejas es un indicador que permite evaluar la calidad de las prácticas 
apícolas realizadas. 
2. CONTAMINACIÓN DE LA MIEL CON PLAGUICIDAS  
La apicultura y la agricultura son consideradas prácticas agropecuarias 
complementarias, pues existe un beneficio mutuo. El simple hecho de tener 
colmenas cerca de los cultivos asegura la distribución eficiente del polen [20]. A 
pesar de esto, la agricultura se ha tornado incompatible con las prácticas apícolas 
debido a la fuerte dependencia que hoy se tiene de los plaguicidas, cuya función 
es la de prevenir, destruir, repeler o mitigar bacterias, hongos, insectos y cualquier 
otro tipo de plaga que amenace los cultivos o cualquier fuente de alimento humana 
[21, 22]. Cada año, son aplicados en los cultivos agrícolas de todo el mundo 
alrededor de 2,5 millones de toneladas de plaguicidas, naturales o sintéticos, los 
cuales suelen ser perjudiciales para las abejas [23, 24]. Esta situación ha 
generado un impacto negativo en la mayoría de especies polinizadoras del mundo 
[25].  
De igual manera, el uso excesivo de algunos plaguicidas en la colmena, como es 
el caso de los acaricidas aplicados para tratar la enfermedad Varroasis (Tabla 1), 
suelen ser perjudiciales para las abejas porque afectan el sistema nervioso y 
reproductivo de estos insectos [26, 27]. Además de los efectos nocivos de estos 
compuestos o sus metabolitos sobre las abejas, también pueden permanecer 
como residuos en los productos de la colmena [19, 28].     
Debido a que se han encontrado residuos de contaminantes en este alimento 
producido en diferentes partes del mundo, tal como se muestra en la Tabla 2, la 
unión europea ha establecido un LMR para un gran número de plaguicidas, como 
está expuesto en el Reglamento (CE) No 396/2005 del parlamento europeo y del 
consejo con fecha del 23 de febrero de 2005, y última modificación en el 
Reglamento (CE) No 1050/2009 de la comisión del 28 de octubre de 2009.  
En la Tabla 3 se muestran algunos valores del LMR establecidos para los 
acaricidas de mayor uso apícola en el mundo y en la Tabla 4 se muestran los 
valores del LMR para algunos plaguicidas de uso agrícola.   
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Lugar de origen de la miel  Fuentes 
Organohalogenados 0,1 - 4310 Brasil, Turquía, España, Portugal, India [1, 29-33] 
Organofosforados 2,4 - 7680 
Brasil, Turquía, España, Portugal, 
Grecia, India,  Francia. 
[1, 31, 33-36] 
Organonitrogenados 0,05 - 81 Brasil, Bélgica. [1, 37] 
Piretroides 10 - 220 Brasil, India, China, Francia. [1, 33, 38] 
Carbamatos 10 - 645 España, Portugal, China [31, 38] 





Valores de LD50 
(mg/kg) 
LMR en miel  
(mg/kg) 
Oral Dermal UE EE.UU. Alemania Suiza Italia Argentina 
Amitraz III 523-580 > 1660 0,2 1 0,01 0,01 0,01 0,05 
Cumafós II 13-41 860 0,1 0,1 0,01 0,01 0,01 0,1 
Cimiazol  725 > 3100 1 e 0,01 0,5 0,01 e 
Bromopropilato  2784-3880 > 1000 0,1 e 1 1 0,01 e 
Flumetrina  258 > 150 e e 0,01 0,05 0,01 0,01 
Tau-Fluvalinato II 261-282 > 20000 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 0,01 
Imidacloprid II-III 450 > 5000 e N N N N e 
Fipronil II 296 374 0,01 N N N N e 
CAT TOX: Categoría toxica; N: No se encontró; e: No tiene LMR 
Tabla 3. Límites Máximos de Residuos establecidos por la unión europea para los plaguicidas 





  µg /abeja 
 
Clase de riesgo 
Azoxistrobina 0,01 > 25 II 
Ciproconazol 0,05 > 100 III 
Clordano 0,01 6 I 
DDT (DDT+DDD+DDE) 0,05 5 I 
Difenoconazol 0,05 > 100 III 
Endosulfan (α+β) 0,01 7,8 I 
Epoxiconazol 0,05 > 83 II 
Heptacloro 0,01 128,5 III 
HCH (α+β +ϒ) 0,01 0,56 I 
Tebuconazol 0,05 > 83 II 
Clase de riesgo = I- Extremadamente tóxico para las abejas; II- Toxicidad media para las abejas y III-Toxicidad limitada 
para las abejas. La toxicidad es medida por el LD50. 
LD50 = Dosis letal en microgramos por abeja, con la que se elimina el 50% de las abejas en prueba.  
Tabla 4. Límites Máximos de Residuos establecidos por la unión europea para algunos plaguicidas 
de uso agrícola. 
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3. ANÁLISIS DE PLAGUICIDAS EN MIEL DE ABEJAS 
Para el análisis de residuos de plaguicidas es necesario emplear metodologías 
analíticas confiables, que permitan cuantificar concentraciones iguales o inferiores 
a los valores de LMR establecidos para cada uno de los diferentes contaminantes 
presentes en la matriz de interés. Estas metodologías en su mayoría, se 
desarrollan teniendo presentes las propiedades fisicoquímicas de los plaguicidas 
en contacto con la matriz, así como en el proceso de extracción y análisis 
instrumental. En el caso de la miel de abejas, se debe considerar que esta es una 
matriz bastante compleja, como se ha demostrado en estudios de caracterización 
composicional, los cuales han permitido identificar más de 300 sustancias 
químicas diferentes, destacando la presencia de algunos compuestos aromáticos 
que pueden llegar a interferir durante el análisis cromatográfico [32]. 
A continuación, se describen algunas de los principales factores que se deben 
estudiar durante el análisis de plaguicidas en miel de abejas. Igualmente, estos 
factores se resumen en la Figura 3 y en la Tabla 5. 
3.1. Estabilidad de los plaguicidas en miel. 
Debido a la acidez que presenta la miel de abejas (pH entre 3,2 a 4,5), se 
recomienda realizar el análisis de la muestra de forma inmediata, pues en cortos 
periodos de tiempo la concentración de algunos plaguicidas susceptibles a 
hidrolisis puede decaer, favoreciendo su descomposición a los respectivos 
metabolitos (Algunos más tóxicos que el plaguicida de origen), como es el caso 
del amitraz, del clordimeform y del fipronil [36, 40, 44]. También, es recomendable 
almacenar las muestras de miel objeto del análisis y los estándares involucrados, 
a temperaturas de -20 °C, empleando recipientes herméticamente sellados y de 
color ámbar, para evitar la descomposición de algunos plaguicidas fotosensibles, 
tales como timol, rotenona, imidacloprid o aldicarb [40, 45].  
Otro factor a controlar es el solvente en el cual se preparan y extraen los 
diferentes patrones y estándares, puesto que el medio influye en la estabilidad de 
los plaguicidas, como es el caso de la rotenona, plaguicida que se degrada 
después de 2 meses de almacenamiento a 4 °C en metanol, cuando se trabaja a 
concentraciones dentro de un rango de 0,1 a 100 mg L-1 [40]. 
3.2. Toma de una muestra representativa de miel de abejas. 
Para realizar el análisis de plaguicidas, la forma en la que se toma la porción 
analítica es fundamental. Para asegurar que se está pesando una muestra 
representativa de miel, es recomendable someter la muestra a un proceso de 
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homogenización, empleando agitación mecánica apropiada, con el fin de mezclar 
adecuadamente los componentes de la matriz y de eliminar la mayor cantidad de 
aire del cuerpo de la misma. En dado caso que la muestra de miel se encuentre 
cristalizada, es recomendable realizar un calentamiento suave en un baño 
termostatado para ablandarla, intentando que la temperatura no sobrepase los 40 
°C [46].  
 
Figura 3. Consideraciones experimentales básicas para el desarrollo de un procedimiento 
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La cantidad de miel que se requiere para el análisis cromatográfico de plaguicidas 
varía dependiendo de los diferentes métodos propuestos por cada autor, el tipo y 
cantidad de plaguicidas que se desea evaluar, solventes de extracción, métodos 
de limpieza, el tipo de cromatografía (líquida o gases), los detectores disponibles, 
etc. En la literatura se encuentran procedimientos para el análisis de plaguicidas 
en miel que requieren de muestra 1 gramo [38, 44, 51, 55, 56], 2,5 gramos [57, 
58], 4 gramos [29], 5 gramos [30, 31, 59], 6 gramos [54], 10 gramos [1, 59-62],12 
gramos [63], 15 gramos [64], 20 gramos [36, 65] y 50 gramos [66] de miel (Ver 
tabla 5). La tendencia actual es desarrollar nuevas metodologías, cada vez más 
sensibles, eficientes, rápidas, económicas y amigables con el medio ambiente [1].  
3.3. Extracción de la muestra. 
La extracción de la muestra se refiere al procedimiento previo que se debe realizar 
para lograr aislar, limpiar y/o concentrar los analitos de interés [67]. Para el 
análisis de plaguicidas a nivel de trazas en alimentos, la eficiencia de este proceso 
determina en gran parte el alcance de la metodología en lo que respecta a los 
límites de detección y límites de cuantificación. 
Actualmente se han propuesto diferentes métodos de extracción con el fin de 
disminuir la manipulación, minimizar los tiempos de ejecución, simplificar la matriz, 
reducir los desechos tóxicos generados y remover la mayor cantidad de 
interferentes, tales como: azúcares, resinas naturales, compuestos polifenólicos, 
entre otros, los cuales comúnmente afectan el proceso de separación, 
identificación y detección en el análisis cromatográfico (Ver figuras 4, 5, 6 y 7) [40, 
46]. A continuación se exponen las técnicas más empleadas para este fin: 
3.3.1. Extracción líquido-líquido (ELL). 
Se realiza mediante el uso de una fase líquida (preferiblemente inmiscible con la 
matriz) que promoverá la distribución de los analitos de manera selectiva hacia su 
interior, tal como se muestra en la figura 4 [34]. Para la ELL de plaguicidas en 
mieles es recomendable solubilizar la matriz en agua para facilitar la 
homogenización de los analitos, debido a la reducción de la viscosidad. De igual 
manera, el uso de mezclas de agua con acetona, metanol ó etanol ayudan a 
minimizar la formación de emulsiones, puesto que estos solventes disminuyen la 
tensión superficial del agua; sin embargo, su uso debe limitarse a bajas 
concentraciones para minimizar la co-extracción de matriz [46]. Se ha reportado el 
uso de acetato de etilo [59, 68], diclorometano [36], hexano [32], éter de petróleo 
[32] o mezclas de benceno-isopropanol [69], hexano-acetona [62, 70, 71], hexano-
ácido acético glacial [72], n-hexano-2-propanol [36] y agua-acetona-ácido fórmico 
[58] como solventes extractantes. En la extracción líquido-líquido es importante 
que se encuentre un equilibrio entre la concentración de los analitos de interés y la 
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concentración de los co-eluyentes indeseados, puesto que estos últimos generan 
interferencia al realizar el análisis cromatográfico, entre otros [40]. Los métodos 
que emplean la ELL generan buenos límites de detección y de cuantificación, al 
igual que una baja variabilidad en los resultados. Sin embargo, la ELL presenta 
algunos inconvenientes como son el empleo de grandes cantidades de solvente y 
pasos adicionales de limpieza, entre los que se encuentra la cromatografía de 
permeación en gel (GPC, de sus siglas en inglés) o extracción en fase solida 
(EFS), esto con el fin de obtener resultados más confiables (Ver Tabla 5). Así 
mismo, en la mayoría de los casos la muestra se debe someter a procesos 
térmicos de concentración, aumentando la posibilidad de pérdidas de los 
plaguicidas termolábiles y de los volátiles o semi-volátiles [73].   
 
Figura 4. Extracción líquido-líquido. 
3.3.2. Extracción en fase sólida (EFS).  
La EFS, requiere de cartuchos o columnas empacadas con algún material sólido 
adsorbente, el cual es capaz de retener los analitos de interés cuando la muestra 
se hace pasar a través de dicha fase, permitiendo su elución posterior con la 
ayuda de una pequeña cantidad del solvente orgánico adecuado (Ver figura 5) 
[67]. Para facilitar el paso de las muestras de mieles a través de la fase sólida, 
muchos autores recomiendan disolver previamente esta en: agua, metanol, o en 
una mezcla de los mismos, lo que permite minimizar las interacciones entre los 
analitos y los azúcares que componen la miel [46]. Algunos adsorbentes 
reportados para el análisis de plaguicidas en mieles son: a) Cartuchos de fase 
Extracción líquido-líquido 
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reversa C18 para la extracción de plaguicidas organoclorados, organofosforados, 
organonitrogenados y piretroides [31, 60]; b) florisil para algunos plaguicidas 
organoclorados, organofosforados, piretroides y N-metilcarbamatos [44, 51]; c) 
cartuchos ENV para plaguicidas organoclorados, organofosforados [63]; entre 
otros. Una vez retenidos los plaguicidas en los cartuchos de EFS, pueden ser 
eluidos con acetona, diclorometano, acetato de etilo, n-hexano, metanol, 
tetrahidrofurano o con mezclas de los mismos. Esta técnica emplea tiempos cortos 
de ejecución, además que permite concentrar los analitos presentes en la muestra 
sin que esta deba someterse a procesos térmicos. Presenta desventajas por la 
variación entre ensayos experimentales, limitaciones en la cantidad de muestra 
que se puede pasar a través del cartucho, perdida por retención irreversible de los 
analitos en algunas fases polares y elución de contaminantes provenientes del 
material polimérico en que están hechas las paredes plásticas del cartucho [40].  
 
Figura 5. Extracción en fase sólida. 
3.3.3. Extracción por fluidos supercríticos (EFSC):  
Algunas de las ventajas de la EFSC es la obtención de una mayor difusividad del 
extractante, permitiendo la extracción selectiva de diferentes plaguicidas sin 
limpiezas adicionales ni evaporaciones de solvente, así como el empleo de 
pequeñas cantidades de muestra, a través de un montaje experimental que 
funciona a alta presión (Ver figura 6). Se ha reportado el uso del CO2 supercrítico 
como un buen extractante para plaguicidas organoclorados, organofosforados, 
 
Miel 
   Acondicionamiento Carga Elusión 
Extracción en fase sólida 
■ Analito 
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organonitrogenados y algunos piretroides en mieles a condiciones de 400 bares 
de presión, 90 °C de temperatura y acetonitrilo como modificador [62].  
 
Figura 6. Extracción por fluidos supercríticos. 
3.3.4. Extracción por adsorción con barra de agitación (EABA): 
Esta técnica requiere que la muestra se agite durante un tiempo determinado con 
una barra magnética recubierta con un adsorbente, hasta que el analito alcance el 
equilibrio entre las dos fases; luego, los analitos retenidos en el adsorbente 
pueden ser desorbidos por altas temperaturas en el puerto de inyección del 
cromatógrafo de gases o con ELL para realizar el análisis por cromatografía 
líquida (Ver figura 7). La técnica es fácil de ejecutar y no requiere ningún paso 
previo de preparación de la muestra de miel. Otra ventaja que presenta la EABA 
es que se reduce considerablemente el volumen de disolventes a utilizar [40, 57]. 
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Figura 7. Extracción por adsorción con barra de agitación. 
3.3.5. ELL y limpieza por dispersión de matriz en fase líquida (DMFL). 
La DMFL es una técnica en la cual la miel se disuelve en agua y los plaguicidas se 
extraen por medio de un solvente orgánico como acetonitrilo, luego, la limpieza de 
este extracto es realizada con un adsorbente sólido, que se pone en contacto 
directo con el extracto orgánico. Finalmente se centrifuga y el extracto orgánico 
queda listo para ser analizado por técnicas cromatográficas. El método 
QuEChERS para la extracción de plaguicidas en miel funciona con este principio 
[74].  
3.4. Análisis cromatográfico  
Para la separación, detección y cuantificación de plaguicidas en miel de abejas se 
ha utilizado indudablemente las técnicas cromatográficas modernas. Para este fin, 
es necesario que los plaguicidas pasen a través de una fase estacionaria (Sólida o 
líquida soportada sobre un sólido), con la ayuda de una fase móvil, que puede ser 
un gas (Cromatografía de gases) o un líquido (Cromatografía líquida) [57], tal 
como se muestra a continuación:   
EABA 
a) Desorción térmica 
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3.4.1. Cromatografía de gases. 
Para facilitar el transporte de los plaguicidas a través de este tipo de sistemas 
cromatográficos, es indispensable usar fases móviles gaseosas, como Helio. Las 
columnas empleadas tienden a tener fases estacionarias no polares a 
medianamente polares (Ver Tabla 5). Los detectores empleados para la 
determinación y cuantificación de estos analitos en miel son: a) Detector de 
captura electrónica (ECD), b) Detector nitrógeno-fosforo (NPD), c) Detector de 
ionización de llama (FID), d) Detector de emisión atómica (AED), e) Detector 
fotométrico de llama (FPD) y principalmente f) Detección con espectrometría de 
masas (MSD). Es importante resaltar, que los detectores más selectivos permiten 
realizar determinaciones y cuantificaciones a concentraciones mucho más bajas, 
como es el caso del ECD y del NPD. [31, 40, 44, 63, 64].  
3.4.2. Cromatografía líquida. 
Los detectores más empleados en esta técnica son el detector con arreglo de 
diodos (DAD) o el detector UV-VIS, debido a su gran versatilidad al momento de 
determinar una mayor variedad de analitos. Otros detectores como el de 
fluorescencia (FLD) se han empleado, para plaguicidas más específicos (benomil, 
carbendazim y cimiazole). Actualmente, el detector de espectrometría de masas 
en tándem ha cobrado relevancia en el análisis de residuos de plaguicidas, 
consecuencia del diseño de métodos multiresiduo más ambiciosos, más sensibles 
y más selectivos, capaces de separar muchos plaguicidas en un solo análisis. En 
cromatografía líquida las columnas más empleadas para el análisis de mieles son 
las de fase reversa como la RP18. Las fases móviles tienden a ser mezclas 
acetonitrilo-agua o metanol-agua. El pH de la fase móvil es otro parámetro a 
cuidar, pues a condiciones extremas facilitan la degradación de algunos analitos 
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1. INTRODUCCIÓN 
El desarrollo de nuevas metodologías que faciliten el analisis simultáneo de un 
gran número de plaguicidas permite ahorrar tiempo y dinero durante la inspección 
de alimentos, ya sea para el control de los niveles de concentración de estos 
contaminantes en el mercado nacional, o para cumplir con las exigencias 
sanitarias establecidas en el mercado internacional [1]. Independiente de esta 
situación, estas metodologías denominadas técnicas de análisis multiresiduo 
deben presentar un buen desempeño para el análisis de plaguicidas de diferente 
naturaleza, debido a la existencia de múltiples tipos de moléculas empleadas en 
las prácticas agrícolas, con diversas propiedades fisicoquímicas [2, 3]. 
Por esta razón, es vital estudiar cada una de las variables analíticas involucradas 
durante el análisis multiresiduo, debido a que esto permite evaluar el desempeño 
de la metodología. Sin embargo, para asegurar el funcionamiento optimo de todo 
el proceso analitico, no basta con estudiar de forma individual cada una de las 
variables analíticas, debido a que estas pueden estar correlacionadas entre sí. 
Para este fin, es posible recurrir metodos de optimización como el Simplex, el cual,  
permite conseguir las condiciones óptimas de las variables, aún si existe 
correlacion entre las mismas, con un bajo número de experimentos, en 
comparaciòn con otros métodos de optimización  [4, 5].  
Una vez realizado este paso, es necesario asegurar que los resultados 
conseguidos con la metodología multiresiduo optimizada tengan un alto grado de 
confiabilidad y cumplan con el fin propuesto, de tal forma que puedan ser 
utilizados como una herramienta apropiada en la evaluación de la inocuidad de 
productos para consumo humano. Esta es la principal razón por la cual debe 
realizarse la validación analítica de la metodología multiresiduo, ya que de esta 
forma se pueden estimar parámetros como son especificidad, robustez, exactitud, 
precisión, linealidad, límites de detección y límites de cuantificación [1]. De esta 
manera, se puede establecer los alcances reales de la metodología, permitiendo 
que los resultados obtenidos sean comparables y aceptados por organismos 
internacionales de control [6].  
Es así que este capítulo describe la forma en la que se realizó el desarrollo, la 
optimización y la validación de la metodología analítica multiresiduo para el 
análisis de plaguicidas en miel de abejas proveniente de los departamentos de 
Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Estándares, reactivos y soluciones. 
Los estándares de plaguicidas empleados en este estudio fueron adquiridos al Dr. 
Ehrenstorfer y Chemservice, cada uno de estos con una pureza mayor al 95%. 
Las soluciones madre de cada estándar fueron preparadas a concentraciones 
cercanas a 500 μg mL-1 en acetato de etilo. De igual manera, las mezclas y 
diluciones de los plaguicidas fueron preparadas en acetato de etilo, tomando 
diferentes volúmenes de cada una de las soluciones madre hasta obtener un 
rango de concentración entre  0,20 μg mL-1 y 154,18 μg mL-1. Todas las 
soluciones preparadas se etiquetaron y almacenaron en frascos ámbar a -20 °C. 
En la Tabla 6 se muestran las concentraciones y plaguicidas que conformaron las 
mezclas de plaguicidas 1 y 2. Todos los solventes empleados en este estudio 
fueron J.T. Baker grado residuos y grado HPLC.  
 






μg m -1 
Compuesto 
Concentración 
μg m -1 
Compuesto 
Concentración 
μg m -1 
4,4’-DDD 0,72 Dimetoato 0,92 4,4’-DDE 0,30 τ-f luvalinato 3,54 
4,4’-DDT 0,62 Endosulfan 0,78 Alaclor 1,70 γ-HCH 0,20 
Acefato 26,65 Fenitrotion 0,80 β-cif lutrina 1,10 HCB 0,40 
Amitraz 7,24 Folpet 5,45 Captan 1,90 Iprodion 1,60 
α-HCH 0,72 Heptenofos 11,44 Ciproconazol 15,5 Isofenfos 6 
Azoxixtrobin 6,14 Hexaconazol 1,44 Deltametrina 0,80 λ-cihalotrina 0,60 
β-HCH 0,62 Malation 1,42 Diazinon 1,70 Oxadicil 15,70 
Cimoxanil 19,53 Metalaxil 17,90 Diclofluanid 1,60 Permetrina 3,70 
Cipermetrina 3,19 Metamidofos 7,78 Dieldrin 0,30 Pirazofos 6,20 
Clorotalonil 0,26 Monocrotofos 12,49 Dimetomorf 25,70 Pirimetanil 14,10 
Clorpirifos 1,25 Paration metil 1,01 Epoxiconazol 1 Propiconazol 1,90 
Cumafós 3,66 Profenofos  0,30 Fenamifos 3,10 Tebuconazol 31,70 
Diclorvos 5,71 Propargite 154,18 Fention 1,50 Tetradifon 0,50 
Difenoconazol 3,20 Tiabendazol 45,65 Fentoato 1,10 Triadifon 1,60 
    
Flumetrina 5,28 Trif luomoron 28,90 
Tabla 6. Concentración de los plaguicidas en las mezclas conformadas para el estudio. 
2.2. Instrumentos y equipos. 
Para la realización de los diferentes ensayos de extracción se empleó un agitador 
de rotación universal marca Heidolph modelo Reax-2, un agitador tipo vortex 
marca Heidolph modelo Vibramax Reax-control, un homogenizador de alta 
velocidad Ultraturrax (IKA T25), un ultrasonido marca Elma con una frecuencia de 
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35 KHz o potencia absorbida de 30 vatios, un evaporador rotatorio marca Büchi 
modelo R-114 y una centrifuga refrigerada marca Thermo Scientific modelo 
Heraeus Megafuga 11R. 
Para los ensayos de limpieza se utilizó un cromatógrafo de permeación en gel 
marca Redement Bt. modelo KLSX- 3, equipado con una columna de vidrio de 20 
cm x 10 mm d.i. empacada con gel Biobeads® S-X3 como fase estacionaria y una 
mezcla de ciclohexano: acetato de etilo (1:1) como fase móvil a un flujo de salida 
de 1 mL min-1. 
La determinación y cuantificación de los plaguicidas se realizó en un cromatógrafo 
de gases HP6890 plus, equipado con un inyector automático 7683 Agilent 
Technologies (Palo Alto, CA, EE.UU.) con control electrónico de presión y un 
inyector split/splitless, el cual se conectó a través de una columna capilar sin fase 
estacionaria (1 m; 0,32 mm d.i) a un divisor de flujo de cuarzo en forma de “Y”, 
unido a una columna capilar HP-5 (30 m; 0,32 mm d.i.; 0,25 μm) acoplada a un 
detector de micro-captura electrónica 63Ni (μECD) y a una columna capilar HP-50 
(30 m; 0,32 mm d.i.; 0,25 μm) acoplada a un detector de nitrógeno-fosforo (NPD) 
en paralelo. Las condiciones de operación fueron: gas de transporte nitrógeno, 
volumen de inyección 2 μL, temperatura del inyector de 256 °C, inyección en 
modo splitless pulsado con presión de pulso de 152 kPa durante 0,8 minutos, 
tiempo de purga de 0,6 minutos y flujo de purga de 40 mL min-1. La temperatura 
del detector μ-ECD fue de 310 °C con flujo de gas auxiliar (nitrógeno) de 10 mL 
min-1. El detector NPD se trabajó a 330 °C con flujos constantes de gas auxiliar 
(nitrógeno), hidrógeno y aire de 3, 10 y 60 mL min-1, respectivamente. El programa 
de temperatura del horno inició a 52 ºC (0min), incrementándose la temperatura a 
una velocidad de 4 ºC min-1 hasta alcanzar 100 ºC, consecutivamente se aumentó 
la temperatura hasta 110 ºC a 2 ºC min-1, a continuación se incrementó hasta 130 
ºC a una velocidad de 20 ºC min-1, luego se llevo hasta 195 ºC a 4 ºC min-1 y 
finalmente se llegó a una temperatura de 280 ºC a una velocidad de 5 ºC min-1. 
2.3. Preparación del blanco de miel 
El blanco de miel empleado para el desarrollo e implementación de la 
metodología, es una muestra compuesta por 4 mieles provenientes de las 
regiones de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander, mezcladas en igual 
proporción. Estas muestras de miel fueron cosechadas en zonas de estas 
regiones donde las aplicaciones de plaguicidas son muy bajas o nulas. 
Igualmente, estas mieles fueron analizadas por cromatografía de gases y se 
confirmó que no presentaban ninguna señal interferente a los tiempos de retención 
de los analitos de interés. 
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3. DESARROLLO DE LA METODOLOGÍA MULTIRESIDUO PARA 
ANÁLISIS DE PLAGUICIDAS EN MIEL DE ABEJAS. 
Para el desarrollo de la metodología multiresiduo se evaluó en forma 
independiente el análisis cromatográfico, la extracción y la limpieza, haciendo uso 
de los solventes, fases adsorbentes y material disponible en el Laboratorio de 
Análisis de Residuos de Plaguicidas (LARP) de la Universidad Nacional de 
Colombia. De igual forma, se tuvieron presentes las siguientes consideraciones 
experimentales:  
 La metodología analítica debía emplear cantidades inferiores a 5 g de miel 
debido a que las cantidades disponibles de muestra, en muchos casos no 
superaban los 15 g. 
 La metodología debía permitir en lo posible, identificar y cuantificar los 
plaguicidas de uso apícola tales como amitraz, cumafós, flumetrina y τ-
fluvalinato, y de uso  agrícola identificados por los apicultores como los más 
usados en los cultivos que rodean las colmenas. 
 Las concentraciones que se debían detectar debían ser en lo posible 
menores a los límites máximos de residuos establecidos para estos 
compuestos, tal como se expuso en el capítulo I. 
 Se debía evitar el uso de solventes organoclorados como diclorometano, 
debido a que éstos pueden llegar a saturar el detector μ-ECD cuando 
ingresan en grandes cantidades al sistema cromatográfico. Además, son 
solventes  que perjudican el medio ambiente. 
 Se debía evitar el uso de solventes organonitrogenados como acetonitrilo, 
debido a que éstos pueden llegar a saturar el detector NPD, cuando 
ingresan en grandes cantidades al sistema cromatográfico. 
 Debía restringirse el uso de cartuchos para extracción en fase sólida debido 
a su elevado costo.  
3.1. Sección experimental 
3.1.1. Análisis cromatográfico 
Todos los  métodos cromatográficos buscan obtener tiempos cortos de análisis sin 
sacrificar la separación entre los analitos y los componentes de la matriz. Debido a 
la alta complejidad de las estructuras químicas y a la enorme diversidad de 
propiedades fisicoquímicas de los plaguicidas a analizar, fue necesario dividirlos 
en dos grupos de compuestos, la mezcla de plaguicidas 1 y 2. Bajo las 
condiciones de operación que fueron descritas en el numeral 2.2, se realizó el 
análisis cromatográfico de cada una de las mezclas de plaguicidas en presencia 
de solvente. Este procedimiento se realizó teniendo presente que el método debía 
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ser funcional para las dos mezclas, en tal forma que se pudieran separar los 
compuestos que las conforman. 
3.1.2. Evaluación del proceso de extracción de los plaguicidas en miel 
El procedimiento de extracción es un proceso determinante para tener éxito en  
cualquier método de análisis de plaguicidas, pues éste debe ser capaz de eliminar  
muchas de las interacciones presentes entre la matriz y los plaguicidas, de tal 
forma que éstos puedan ser extraídos eficientemente. Por otro lado, es importante 
tener en cuenta que en los análisis de residuos de plaguicidas es de vital 
importancia considerar los compuestos de la  matriz que co-extraen junto con los 
plaguicidas. De esta manera, es importante minimizar la carga de matriz que se 
inyecta junto con los compuestos, con el fin de evitar el deterioro del sistema 
cromatográfico [7]. 
Para el desarrollo del método de extracción, se realizó el procedimiento descrito 
en la Figura 8. Con este fin se empleó metanol, metanol-agua,  metanol-buffer 
citratos (pH 5,5 y concentración de 0,15 g mL-1) y metanol-NaCl a 0,5 g mL-1-buffer 
citratos (pH 5,5 y concentración de 0,15 g mL-1), como pre-tratamientos de 
dilución/homogenización (Ver Tabla 7 y Figura 8, pasos P1 y P2, PA1, PA2 y PA3, 
respectivamente). La extracción se realizó con acetato de etilo como solvente y 
agitación mecánica (Agitador de rotación universal) (Figura 8, pasos E1 y E2). 
Ensayo 
Volumen de metanol (mL) 
Paso P1 Paso P2 
a 1,5 0,5 
b 1,5 1,0 
c 1,5 1,5 
d 1,5 2,0 
e 2,0 0,5 
f 2,0 1,0 
g 2,0 1,5 
h 2,0 2,0 
PA1 1,5 1,5 
PA2 1,5 1,5 
PA3 1,5 1,5 
Tabla 7. Volumen de metanol empleado como pre -
tratamiento de homogenización. 
La evaluación de las diferentes técnicas disponibles para asistir la extracción de 
los plaguicidas en miel, se realizó modificando los pasos E1 y E2 que involucran la 
extracción de los plaguiciidas mediante agitacion mecanica (Ver Figura 8). De esta 
manera, se realizó un primer ensayo en el cual los pasos E1 y E2 fueron asistidos 
con ultrasonido por un periodo de 10 minutos. El segundo ensayo se realizó 
asistiendo el paso E1 con vortex durante 30 segundos y omitiendo el paso E2. Y el 
tercer ensayo se efectuo realizando una unica extracción con 20 mL de acetato de 
etilo y agitación mecánica por un tiempo de 15 minutos. 
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El desempeño de cada ensayo fue evaluado a través de las señales 
cromatográficas y del numero de plaguicidas de la mezcla 1 con porcentajes de 
recuperación en un rango del 70% al 120% (SANCO/10684/2009). 
 
Figura 8. Procedimiento realizado en la evaluación del proceso de extracción de plaguicidas en miel. 
 
Se  adicionó 10 mL de 
acetato de etilo 
Se centrifugó a 5000 
rpm x 3 min.
Se adicionó 0,5; 1; 1,5 y 2 mL 
de metanol a la fase acuosa.
Se agitó por 15 
minutos
Se separó la fase 
orgánica de la acuosa
Se  adicionó 5 mL de 
acetato de etilo para la 
segunda extracción
1 mL de agua y 1,5 mL de 
metanol












Se filtró a través de 2 
g de Na2SO4
Se concentró  y aforó 
el extracto a 2 mL 
1 mL del extracto se 
diluyó a 2 mL
Análisis por CG
1 mL de Buffer citratos (pH 5,5) 
y 1,5 mL de metanol
1 mL de Buffer citratos (pH 5,5) 
/NaCl y 1,5 mL de metanol















1 g  de miel se 
disolvió en 
128 μL de la 
mezcla 1 
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Figura 9. Procedimientos realizados en la evaluación del proceso de limpieza. 
3.1.3. Evaluación del proceso de limpieza de los extractos de miel 
Realizar un procedimiento de limpieza de los extractos previo al análisis 
instrumental ayuda a mantener en buenas condiciones el sistema cromatográfico 
por periodos de tiempo más largos. Este aumento en la vida del sistema 
cromatográfico, es debido a que se retiran muchos de los compuestos de la matriz 
que se depositan al interior de la columna. Algunos de los beneficios que se 
obtienen de la limpieza de las muestras son: una menor cantidad de interferentes, 
mayor repetibilidad de los tiempos de retención, líneas bases más estables y 
menor cantidad de ruido, lo cual permite obtener metodologías analíticas con 
mejores límites de detección y de cuantificación. Igualmente, es importante 
seleccionar métodos de limpieza compatibles con las características 
fisicoquímicas de los plaguicidas de interés y la matriz de trabajo, esto con el fin 
Se disolvió 2 g de 
miel en 1,5 mL 
de metanol
Se concentró.
Se aforó a  1 mL con 
ACOET.
Se cargó la columna con 
el extracto de miel.
Se eluyó con 15 mL de la mezcla 
de solventes 
Se cargó la columna con 2 g de 
Na2SO4, 2 gramos del 
adsorbente y 3 g mas de 
Na2SO4.
Se acondicionó a la 
columna 10 mL de 
n-hexano
Se adicionó 2 g de 
Na2SO4
Se concentró el 
extracto a 5 mL 
Se concentró y aforó 
el extracto a 1 mL 
Se inyectó 500 μL al GPC a un 
flujo de 1 mL/min 
Se desechó los primeros 7 mL
Se recolectó los siguientes 15 mL












Se combinaron las 
dos fases orgánicas.
Se  adicionó 10 mL 
de Acetato de etilo
Se centrifugó a 5000 
rpm x 3 min.
Se adicionó 1,5 mL de 
metanol a la fase acuosa.
Se agitó por 15 
minutos
Se separó la fase 
orgánica de la acuosa
Se  adicionó 5 mL de 
Acetato de etilo
Se disolvió 1 g de 







32 μL de la 
mezcla 1 
32 μL de la 
mezcla 1 
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de asegurar resultados óptimos en el análisis cromatográfico y minimizar perdidas 
durante este proceso [8].  
Con el fin de establecer el método de limpieza con mejores rendimientos para el 
análisis de plaguicidas en miel de abejas colombiana, se empleó el procedimiento 
descrito en la Figura 9, donde se evaluó el uso de GPC (Procedimiento A, Figura 
9) y de columnas de vidrio de 25 cm x 10 mm d.i. empacadas con 2 g de silica gel, 
florisil y una mezcla de silica/florisil en proporción 1:1 (Paso L1, Figura 9) eluyendo 
con 15, 25 y 35 mL de n-hexano-acetato de etilo (7:3) y de n-hexano-acetato de 
etilo (1:1) (Paso L2, Figura 9). El desempeño de cada ensayo fue evaluado a 
través de las señales cromatográficas y del numero de plaguicidas de la mezcla 1 
con porcentajes de recuperación en un rango del 70% al 120% 
(SANCO/10684/2009). 
3.2. Resultados y discusión  
3.2.1. Análisis cromatográfico 
Con el método cromatográfico propuesto se logró una buena separación entre los 
diferentes plaguicidas que conformaron cada una de las dos mezclas. La Tabla 8, 
muestra los tiempos de retención obtenidos para cada una de los compuestos. 













Heptenofos µECD 8,4 Hexaconazol µECD 34,4 HCB µECD 23,6 Epoxiconazol µECD 39,6 
Diclorvos µECD 10,8 Metalaxil NPD 34,9 γ-HCH µECD 25,0 Fenamifos NPD 40,1 
Diclorvos NPD 15,7 Profenofos µECD 34,9 Diazinon µECD 26,6 Iprodion µECD 40,3 
Metamidofos NPD 18,1 Clorpirifos NPD 35,4 Alaclor  µECD 28,8 Ciproconazol NPD 41,1 
Cimoxanil µECD 22,3 Fenitrotion NPD 35,6 Diclofluanid µECD 29,9 Tetradifon µECD 41,4 
α-HCH µECD 23,5 Malation NPD 35,9 Diazinon NPD 30,4 λ-cihalotrina µECD 43,1 
Acefato NPD 23,7 Endosulfan β µECD 36,0 Triadimefon µECD 30,9 Pirazofos µECD 43,5 
Dimetoato µECD 24,5 4, 4´-DDD µECD 36,8 Pirimetanil NPD 31,0 Tebuconazol NPD 43,4 
β-HCH µECD 25,1 4, 4´-DDT µECD 38,3 Captan µECD 32,3 Permetrina µECD 44,7 
Clorotalonil µECD 26,5 Propargite µECD 39,4 Isofenfos µECD 32,8 Iprodion NPD 44,6 
Metil paration µECD 28,3 Profenofos NPD 39,8 Fentoato µECD 33,3 β-cif lutrina µECD 46,2 
Fenitrotion µECD 29,8 Tiabendazol NPD 40,2 Dieldrin µECD 34,6 Pirazofos NPD 48,2 
Malation µECD 30,5 Cúmafos µECD 44,7 4, 4´-DDE µECD 34,9 τ-f luvalinato 48,6 
Clorpirifos µECD 30,8 Cipermetrina µECD 46,6 Triadimefon NPD 35,2 Deltametrina µECD 49,6 
Monocrotofos NPD 31,0 Difenoconazol µECD 49,0 Ciproconazol µECD 35,8 Dimetomorf I µECD 50,2 
Dimetoato NPD 31,8 Azoxistrobin µECD 50,2 Diclofluanid NPD 36,1 Dimetomorf II µECD 50,8 
Folpet µECD 32,6 Cúmafos NPD 50,2 Isofenfos NPD 36,8 Dimetomorf I NPD 59,8 
Endosulfan α µECD 33,4 Difenoconazol NPD 55,8 Oxadicyl µECD 37,0 Flumetrina I µECD 60,1 
Metil paration NPD 34,3 
  
Fention NPD 37,4 Flumetrina II µECD 61,1 
    
Propiconazol µECD 38,5 Dimetomorf II NPD 61,3 
    
Fentoato NPD 39,0 
  tr: tiempo de retención 
Tabla 8. Tiempo de retención para los plaguicidas en estudio. 
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En la Tabla 8 se puede observar que los plaguicidas ciproconazol, clorpirifos, 
cumafós, diazinon, diclofluanid, diclorvos, dimetoato, dimetomorf, fenitrotion, 
fentoato, iprodion, isofenfos, malation, metil paration, profenofos, triadimefon, entre 
otros, presentan señal tanto por el detector μECD como por NPD. Adicionalmente, 
gracias a la configuración del sistema cromatográfico empleado (Ver numeral 1.2), 
los compuestos que presentan señales cromatográficas en ambos detectores, 
presentan tiempos de retención diferentes, puesto que se trabajó con dos 
columnas que tenían diferente polaridad. En conclusión, la selectividad brindada 
por el equipo cromatográfico proporciona una poderosa herramienta de 
identificación de la mayoría de los plaguicidas analizados. Por tal razón, cada una 
de estas señales será identificada de ahora en adelante como un plaguicida. Así 
que, la mezcla 1 y la mezcla 2 presentaron señales cromatográficas para 37 y  41 
plaguicidas, respectivamente. 
3.2.2. Evaluación del proceso de extracción de los plaguicidas en miel 
Ensayos previos que no se exponen en este documento, mostraron que la 
extracción directa de los plaguicidas (Sin realizar ningún proceso de pre-
tratamiento) usando fases extractantes como acetato de etilo o mezclas acetato de 
etilo: n-hexano (3:2, 4:1) y acetato de etilo: metanol (4:1, 1:1 y 1:4), mostraron 
bajos porcentajes de recuperación debido al escaso contacto entre la matriz y el 
solvente de extracción. En estos ensayos preliminares se encontró que la 
recuperación más baja se obtenía con las mezclas de acetato de etilo: n-hexano, 
mientras que las extracciones que emplearon acetato de etilo: metanol lograron 
recuperar gran parte de los plaguicidas [9]. 
Por tal motivo, se probó la adición de diferentes volúmenes de metanol como pre-
tratamiento de homogenización (Paso P1 y P2, Figura 8), con el objetivo de  
extraer un mayor número de plaguicidas con porcentajes de recuperación 
aceptables. En el anexo 1, se reportan los porcentajes de recuperación obtenidos 
para los plaguicidas de la mezcla 1. La Figura 10 resume la información contenida 
en el anexo 1, en esta figura se muestra el número de plaguicidas que presentaron 
porcentajes de recuperación entre el 70% y el 120%  en función del volumen de 
metanol adicionado para el pre-tratamiento de la muestra.  
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Figura 10. Número de plaguicidas recuperados en función del volumen de metanol adicionado para el 
pre-tratamiento del proceso de extracción (n=2, mezcla 1). 
La Figura 10 muestra que al disolver la muestra de miel en 0,5 mL de metanol 
antes de la segunda extracción (Paso P2, Figura 9) genera bajos porcentajes de 
recuperación para un gran número de plaguicidas. Esto se debe a que este 
volumen de metanol no permite disolver eficientemente la muestra de miel, 
limitando el contacto entre la matriz, los plaguicidas y el solvente de extracción. 
Por otro lado, en esta figura se observa que pequeños incrementos en el volumen 
de metanol durante el pre-tratamiento de la miel (Paso P1 y P2, Figura 9), permite 
aumentar el número de plaguicidas extraídos con porcentajes de recuperación 
entre el 70% al 120%. Esto se debe a la reducción de la viscosidad de la miel 
cuando es disuelta en metanol, lo cual facilita el contacto entre la matriz y el 
solvente de extracción; además, la presencia de metanol durante el proceso de 
extracción, aumenta la polaridad de la fase extractante, lo cual permite recuperar 
un mayor número de plaguicidas polares y medianamente polares.  
En la Figura 10,  se encuentra que los mejores desempeños se alcanzaron al usar 
3 mL de metanol, siendo más eficiente la adición de 1,5 mL de metanol antes de la 
primera extracción (P1) y 1,5 mL de metanol antes de la segunda extracción (P2); 
por último, se observa que adiciones superiores a 3 mL de metanol generan un 
descenso en el número de plaguicidas recuperados debido a la co-extracción de 
una gran cantidad de interferentes que impiden identificar y cuantificar algunos 
plaguicidas como heptenofos, diclorvos, cimoxanil, α-HCH, β-HCH, dimetoato, 
clorotalonil, metil paration, profenofos en el detector μECD (Ver anexo 1). 
A pesar que los resultados obtenidos con este método de pre-tratamiento son 
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fueron muy bajos (Ver anexo 1), por lo cual, se procedió a realizar el pre-
tratamiento de la miel con fases acuosas. La Figura 11 resume la información 
contenida en el anexo 1, donde se muestran los porcentajes de recuperación 
obtenidos para los plaguicidas de la mezcla 1, adicionando las fases acuosas PA1, 
PA2 y PA3 (Figura 9), para el pre-tratamiento del proceso de extracción. 
 
Figura 11. Número de plaguicidas recuperados adicionando las fases acuosa PA1: Agua, PA2: Buffer 
citratos y PA3: buffer citratos/NaCl para el pre-tratamiento del proceso de extracción (n=2, mezcla 1). 
El anexo 1 y la Figura 11 permiten observar que los pre-tratamientos con agua 
(PA1) y con buffer citratos/NaCl (PA3) mostraron un buen desempeño, sin 
embargo, la extracción con buffer citratos (PA2), comparada con el resto, permitió 
recuperar el mayor número de plaguicidas con los mejores porcentajes de 
recuperación. Esto se debe a que la adición del buffer regula el pH y evita 
pérdidas por hidrólisis de algunos plaguicidas, los cuales, en general son estables 
al pH de este buffer [10], adicionalmente, se reduce la viscosidad de la miel lo cual 
facilita los  procesos de transporte de los plaguicidas desde la matriz hasta la fase 
extractante.  Así mismo, la adición de metanol facilita el contacto entre la matriz y 
el acetato de etilo, evita la formación de emulsiones y aumenta la polaridad del 
solvente de extracción.  
Los métodos de pre-tratamiento con fases acuosas presentan como desventaja,  
que la separación entre la fase orgánica y la acuosa en la primera extracción  es 
complicada y esto implica una mayor variación en los resultados. 
Algunos procesos de extracción con solventes, han demostrado presentar una 
mayor eficiencia cuando se asiste mediante otras técnicas como microondas, 
ultrasonido, entre otras [11, 12]. En el presente trabajo, con el fin de mejorar el 
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encuentran, baño de ultrasonido, vórtex y agitador de rotación universal. La Figura 
12 resume la información contenida en el anexo 2, donde se muestran los 
porcentajes de recuperación obtenidos para los plaguicidas de la mezcla 1, 
modificando las técnicas de extracción en los pasos E1 y E2, Figura 8. 
 
Figura 12. Número de plaguicidas recuperados empleando ultrasonido, agitación mecánica y agitación 
con Vortex en el proceso de extracción (n=2, mezcla 1). 
La Figura 12 muestra que la extracción con ultrasonido puede llegar a ser 
funcional para la metodología multiresiduo, sin embargo, para obtener resultados 
comparables con la extracción mecánica, se deben emplear tiempos de extracción 
superiores a los 60 minutos, esto sumado a la capacidad del ultrasonido con el 
que se cuenta en el laboratorio, puede llegar a ser una limitante al momento de 
realizar la extracción de un gran número de muestras. Esta misma si tuación se 
repite con el Vortex, debido a que se requieren tiempos de extracción que superan 
los 3 minutos. La Figura 12 también nos permite observar que realizar únicamente 
la extracción E1 con el agitador mecánico, reduce el número y el porcentaje de 
recuperación de los plaguicidas si se compara con lo obtenido en la Figura 11-
PA2, principalmente de los plaguicidas más polares y de los organoclorados. Por 
tal razón, la agitación mecánica seguirá asistiendo el proceso con extracción doble 
E1 y E2. 
Para lograr hacer un análisis global del proceso de extracción, se creo una matriz 
que contenia 39 filas (Plaguicidas) y 11 columnas (Extracciones). La tecnica de 
reconocimiento de patrones empleada para este fin, fue el análisis por 
componentes principales (PCA, por sus siglas en ingles): este es un procedimiento 
que permite explorar la estructura de los datos, la relación entre los objetos, las 
relaciones entre objetos y variables y la correlación general de las variables. El 
PCA se realizó en el programa MATLAB 7.9.0529 (R2009b) para Windows 
(MathWorks). De esta manera se correlacionaron los porcentajes de recuperación 
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haciendo un pretratamiento de auto-escalado a la matriz de datos. En la Figura 13  
y en la Figura 14 se muestran los gráficos de score plot y loading plot obtenidos 
por PCA con los datos experimentales de los estudios de extracción. 
 
Figura 13. Score plot del PC1 vs PC2 para el PCA del estudio del proceso de extracción. 
 
Figura 14. Loading plot del PC1 y PC2 para el PCA del estudio del proceso de extracción. 
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El resultado del PCA registrado en las Figura 13 y Figura 14 muestra que los dos 
primeros componentes explican el 77,93% de la varianza. En la Figura 13 se 
puede observar que el componente principal (PC1) permite clasificar los 
plaguicidas de acuerdo a su polaridad, donde los plaguicidas mas polares se 
ubican a la izquierda de los cuadrantes II y III, los plaguicidas de polaridad 
intermedia se distribuyen cerca al origen y en el cuadrante I, y los poco polares se 
distribuyen en el extremo inferior del cuadrante IV. De forma similar, el segundo 
componente (PC2) también permite realizar una clasificación de los plaguicidas de 
acuerdo a su polaridad, donde los más polares se ubican a los extremos superior 
e inferior del eje vertical y los plaguicidas de polaridad baja y media se ubican 
alrededor del origen. 
El loading plot en la Figura 14, describe el comportamiento de los diferentes 
ensayos experimentales con respecto a los porcentajes de recuperación de los 
plaguicidas. Así que, al correlacionar la posición de los diferentes grupos de 
plaguicidas (Polares, polaridad media y polaridad baja) en la Figura 13, con la 
posición de las variables en la Figura 14, se puede observar que la extracción de 
los plaguicidas mas polares como son: acefato, metamidofos, monocrotofos y 
tiabendazol presenta correlación inversa con el aumento del volumen de metanol 
en el segundo paso de extracción (b>c>>d), concencuencia de la co-extracción de 
multiples impurezas que interfieren en el análisis cromatográfico, de esta manera, 
un aumento del volumen de metanol dificulta la cuantificación e identificación de 
estos plaguicidas. La extracción de los plaguicidas de polaridad media como son: 
azoxistrobina, dimetoato, cipermetrina, clorpirifos, fenitrotion, folpet, malation, 
metalaxil y profenofos, presentan correlación directa con los ensayos en los cuales 
el volumen de metanol fue similar entre las extracciones E1 y E2 (Extracción con 
buffer PA2, extracción con buffer/NaCl PA3 y d), de esta manera es posible 
mejorar el porcentaje de recuperacion de estos plaguicidas. La extracción de los 
plaguicidas organoclorados presenta una correlación inversa con los ensayos 
donde se adicionaron grandes volúmenes de metanol (f, g y h), debido a un 
aumento considerable en la polaridad de la fase extractante que reduce la 
extracción de estos compuestos. Con respecto a los plaguicidas diclorvos y 
heptenofos, la única metodología que presenta un rendimiento aceptable es la 
extracción acuosa PA1, debido a que esta generan cromatogramas con un mínimo 
de interferencias en la región donde eluyen estos plaguicidas. 
3.2.3. Evaluación del proceso de limpieza de los extractos de miel 
La evaluación del paso L1 del proceso de limpieza de los extractos de miel (Figura 
9), se realizó mediante los porcentajes de recuperación, sumado a esto, se 
tuvieron en cuenta la cantidad de interferencias que de registraban en el detector 
μECD debido a que este es más sensible a los interferentes provenientes de la 
matriz, si se compara con el detector NPD, que es más selectivo. En la Figura 15 
se muestran los cromatogramas obtenidos con el detector μECD durante la 
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evaluación de la limpieza de los extractos de blanco de miel con GPC, florisil, silica 
gel y florisil/silica. 
En la Figura 15 es posible observar que los interferentes de matriz con mayor 
señal en el detector μECD eluyen entre los rangos de tiempo de 8 min a 12 min y 
de 22 min a 30 min, lo cual interfiere en la detección de varios compuestos como 
heptenofos, diclorvos, cimoxanil, α-HCH, dimetoato, clorotalonil, metil paration, 
fenitrotion de la mezcla 1 y para el HCB, γ-HCH, diazinon y alaclor de la mezcla 2 
(Ver Tabla 8). De igual forma, se puede observar que la limpieza con florisil/silica, 
silica y florisil permiten reducir considerablemente la intensidad de estas 
interferencias, siendo más eficiente la mezcla de los dos adsorbentes. Finalmente, 
el uso del cromatógrafo de permeación en gel se descarta como método de 
limpieza para los extractos de miel debido a que presenta un bajo desempeño y 
largos tiempos de ejecución. 
 
Figura 15. Cromatogramas obtenidos con en el detector  μECD para los extractos de miel sometidos a 
limpieza con Bio-beads SX3, florisil, silica gel y mezcla de silica gel/florisil 1:1. 
Posteriormente, se evaluaron los porcentajes de recuperación de los plaguicidas, 
al eluir los extractos fortificados a través de las columnas empacadas con las 
fases estacionarias silica, florisil y silica/florisil. En la Tabla 9 se muestran los 
porcentajes de recuperación obtenidos para los plaguicidas de la mezcla 1 durante 
los ensayos de limpieza de los extractos de miel, empleando las tres fases 
adsorbentes y los diferentes solventes de elución. 
Los datos mostrados en la Tabla 9 permiten observar que: i) las tres fases 
adsorbentes permiten obtener porcentajes de recuperación cercanos al 100% para 
la mayoría de plaguicidas, excepto para los más polares (heptenofos, diclorvos, 
metamidofos, cimoxanil, acefato y monocrotofos); ii) la fase de eluc 
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ión conformada por n-hexano: acetato de etilo (1:1) permite obtener mayores 
porcentajes de recuperación para los plaguicidas en estudio, no obstante, los 
cromatogramas obtenidos con en el detector μECD presentaron un aumento en la 
señal de la línea base; iii) los porcentajes de recuperación obtenidos con silica gel 
son los más bajos, mientras que el ensayo de limpieza con florisil/silica y elución 
con n-hexano: acetato etilo (1:1) presentó el mejor rendimiento.  
 % Recuperación n=2 
Solvente de elución  n-hexano: acetato de etilo 
Proporción  (7:3) (1:1) (7:3) (1:1) (7:3) (1:1) (1:1) (1:1) 
Volumen de elución 15 mL 25 mL 35 mL 









Heptenofos μ    7,00 10,0 16,5 22,9 15,0 30,5 - - 
Diclorvos  μ    10,9 13,4 21,3 28,1 142,0 148,5 82,2 94,9 
Diclorvos NPD 44,4 47,8 70,5 72,1 72,8 73,2 86,3 87,0 
Metamidofos NPD 25,9 26,2 30, 30,8 36,0 45,2 34,3 26,5 
 imoxanil μ    17,8 20,4 15,6 17,8 28,0 29,3 27,4 46,9 
Acefato NPD 14,4 15,9 7,5 8,3 9,91 10,9 9,2 4,7 
α-H H μ    115,2 105,0 89,2 81,3 102,2 106,5 99,7 93,5 
 imetoato μ    - - - - - - - - 
β-H H μ    - - 82,9 103,8 122,6 127,7 123,2 99,9 
 lorotalonil μ    78,4 84,5 98,4 106,0 91,2 95,0 103,0 77,1 
 etil paration μ    123,7 100,7 - - 122,3 123,2 - - 
Fenitrotion μ    111,1 86,8 90,8 70,9 106,2 110,6 110,7 103,1 
Monocrotofos NPD 25,2 34,3 26,8 36,4 28,9 29,04 27,8 19,5 
 alation μ    126,2 60,0 110,8 52,7 112,2 116,8 113,0 94,6 
 lorpirifos μ    115,1 79,0 100,6 69,7 102,8 107,1 108,2 103,4 
Dimetoato NPD 53,5 59,9 90,7 101,5 93,6 94,0 96,4 98,8 
PCB103 + 120,3 131,1 98,6 107,4 101,5 105,9 104,0 100,3 
Folpet μ    90,2 128,4 92,4 131,7 104,5 108,9 109,5 95,9 
 ndosulfan α μ    76,2 41,0 125,5 67,8 115,4 120,2 113,1 105,4 
Metil paration NPD 119,3 121,0 167,4 169,8 116,0 116,5 117,6 98,9 
Metalaxil NPD 98,8 74,6 99,5 75,2 99,4 99,8 126,0 123,1 
Hexaconazol μ    128,4 144,6 95,7 107,8 99,9 104,1 105,5 103,1 
Clorpirifos NPD 118,5 119,3 120,4 121,3 98,5 98,9 104,3 101,6 
Profenofos μ    126,7 146,8 90,6 104,8 94,1 94,5 104,8 96,4 
Fenitrotion NPD 108,7 116,1 130,9 139,8 123,4 120,6 117,5 126,1 
Malation NPD 115,9 110,1 100,0 94,9 106,8 107,3 105,6 101,2 
 ndosulfan β μ    112,8 113,5 148,6 149,5 103,1 107,4 109,0 104,5 
4, 4´-     μ    139,5 162,9 105,9 123,6 105,9 110,3 101,1 102,6 
 R S μ    ++ 100 100 100 100 100 100 100 100 
4, 4´-    μ    103,9 124,6 100,6 120,6 100,0 104,2 100,0 100,0 
Profenofos NPD 138,3 140,5 98,6 100,2 103,9 104,3 86,4 95,8 
Propargite  μ    157,9 141,1 82,8 73,9 90,4 94,1 88,0 83,2 
Tiabendazol NPD 10,9 5,3 100,6 48,7 99,1 99,5 99,5 102,0 
TRIS NPD ++ 100 100 100 100 100 100 100 100 
TPP NPD + 124,7 123,7 99,8 125,6 99,6 100,4 91,1 94,7 
 ipermetrina μ    163,8 166,2 110,9 112,5 112,8 117,5 108,9 109,9 
Difenoconazol  μ    156,7 130,3 99,7 82,9 101,8 106,0 107,9 110,1 
 zoxistrobina μ    130,4 142,5 90,4 98,9 112,2 116,9 110,3 110,6 
Difenoconazol NPD 81,6 84,0 105,8 105,6 116,1 146,8 131,9 89,9 
+ Compuesto subrrogado; ++ Estándar interno 
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Tabla 9. Porcentajes de recuperación obtenidos para los ensayos de limpieza empleando silica, 
florisil y florisil/silica como fases adsorbentes y n-hexano: acetato de etilo en proporción (7:3) y 
(1:1) como solvente de elución. 
Por esta razón, en la Tabla 9 se muestran únicamente los porcentajes de 
recuperación obtenidos en los ensayos de limpieza, donde se eluyeron los 
extractos fortificados de miel con 25 mL y 35 mL de n-hexano: acetato de etilo 
(1:1), a través de la columna empacada con silica/florisil; iv) El incremento del 
volumen empleado en la elución no genera un aumento en los porcentajes de 
recuperación. Además, en estos ensayos se pudo observar que los 
cromatogramas obtenidos en el detector μECD mostraron un incremento 
considerable del número de interferentes eluidos a los tiempos de retención 
cercanos a los plaguicidas heptenofos, diclorvos, α-HCH, β-HCH, clorotalonil, metil 
paration, clorpirifos, folpet y  endosulfan . 
De acuerdo a las consideraciones experimentales presentadas hasta el momento, 
al combinar los mejores resultados obtenidos en la evaluación de los procesos de 
extracción y de limpieza, se obtuvo la metodología que se describe en la Figura 
16. 
Capítulo II 64 
   
 
Figura 16. Metodología obtenida por el estudio individual de los procesos de extracción y limpieza. 
La metodología mostrada en la Figura 16 presenta como limitantes la perdida de 
los plaguicidas polares heptenofos, diclorvos, metamidofos, acefato, cimoxanil y 
monocrotofos, al igual, que dificulta la identificación y cuantificación de los 
compuestos organoclorados α-HCH, β-HCH, γ-HCH y HCB por la elución de 
interferentes. Ademas, la inyección de los extractos obtenidos con esta 
metodología degradan rapidamente el sistema cromatográfico. Buscando eliminar 
estas limitaciones experimentales, se realizó el proceso de optimización de la 
metodología de extracción y limpieza.  
4. OPTIMIZACIÓN DE LA METODOLOGÍA POR MÉTODO SIMPLEX 
A pesar que la metodología que se describe en la Figura 16 es funcional para 
analizar un número considerable de plaguicidas en miel, se realizó el proceso de 
optimización de las variables que influyen en los resultados analíticos, buscando 
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mejorar los porcentajes de recuperación de los plaguicidas más polares y los 
límites de detección y cuantificación experimentales. Con este fin, se empleó el 
método de optimización auto-dirigido o método simplex, el cual permite estudiar un 
proceso que involucra un elevado número de variables experimentales teniendo 
en cuenta las posibles interacciones que existan entre las mismas, con un número 
de ensayos razonable, respecto a otros métodos [5].  
El procedimiento de optimización por método simplex está basado en medir los 
efectos que producen determinados cambios simultáneos en las variables 
experimentales de operación, para deducir a través de un algoritmo sencillo la 
dirección en que deben realizarse dichos cambios para obtener mejoras en el 
comportamiento del sistema [4]. Para llevar a cabo este procedimiento, es 
necesario que la respuesta del simplex sea cualquier magnitud que represente 
directamente el comportamiento del sistema en función de las variables.  
Una manera sencilla de describir el método simplex es a través de una figura 
geométrica que tiene k+1 vértices, donde k es el número de variables o 
parámetros a optimizar.  
El procedimiento que se usa generalmente para la realización de un método 
simplex es: 
Selección del número de variables experimentales: la selección del número de 
variables experimentales (k) debe realizarse a través del criterio propio del 
experimentador o a través de información previa recolectada en ensayos 
preliminares o información reportada en literatura, con el fin de estudiar las 
variables que tengan un mayor impacto en el proceso. 
Selección de las condiciones de referencia: la selección de los valores de 
referencia para iniciar la optimización de cada una de las variables experimentales 
se realiza a partir del conocimiento previo del sistema, resultados experimentales 
obtenidos en ensayos preliminares o a través de información reportada en la 
literatura, de tal manera que se pueda asegurar condiciones de partida cercanas al 
punto optimo. 
Selección del Tamaño de paso: el tamaño de paso (Tj) es un valor constante que 
establece la magnitud de desplazamiento de una determinada variable dentro del 
simplex, es decir, este parámetro determina la longitud de los lados del simplex.  
Construcción del simplex de partida: La construcción del simplex de partida (SI) 
inicia con la determinación de las constantes P j y Qj 
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Es posible observar que la magnitud de Pj y Qj dependen del número de variables 
experimentales (k) y del tamaño de paso establecido para cada variable 
experimental (Tj). Además, Pj es mayor que Qj. 
Una vez realizado este paso, se construye la matriz S I de tamaño k+1, k, ubicando 
las condiciones de partida seleccionadas para cada variables experimental en la 
primera fila (Elementos s1, j donde j ≤ k). 
  
 
Se observa que todas las filas de la matriz S I (Vértices del simplex de partida S1 a 
Si) difieren entre sí, debido a que todas las variables están cambiando 
simultáneamente. Los elementos de la matriz S I que presentan variaciones 
superiores son obtenidas a partir de s1, j y Pj (todo si, j donde i – j = 1, siendo i ≤ j +1 
y j ≤ k), mientras que el restante de los elementos obtenidos a partir de s1, j y Qj 
presentan variaciones menores.   
Respuesta del simplex: la respuesta del simplex se establece como cualquier 
magnitud que represente directamente el comportamiento del sistema en función 
de las variables experimentales. 
Reflexiones dentro del simplex: una vez se ha completado la ejecución del 
simplex inicial, SI; se identifica el vértice de peor respuesta (Sw ) y se lleva a cabo 
una nueva experiencia hacia un vértice nuevo (Sn), respecto al hiperplano formado 
por los demás vértices retenidos (SR), tal como se muestra a continuaciòn.  
 
De esta manera, se obtiene un nuevo simplex, formado por Sn y los antiguos Sr. 
Este procedimiento se realiza de forma iterativa hasta encontrar el valor óptimo 
que satisfaga las necesidades del experimentador. 
Por tanto, la respuesta que se usó para la evaluación de cada ensayo 
experimental obtenido con el método simplex se describe en la Ecuación 1 
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Ecuación 1.    
Donde, N, es el número de plaguicidas extraídos con porcentaje de recuperación 
entre el 70% al 120%; Pr, es el valor promedio del porcentaje de recuperación de 
los plaguicidas extraídos y R, es el ruido normalizado obtenido al dividir el ruido 
cromatográfico de los blancos de miel, por el ruido cromatográfico del acetato de 
etilo en los rangos de tiempo que eluyen los plaguicidas. En este estudio la 
respuesta del simplex no posee dimensiones.  
4.1. Sección experimental 
Para realizar la optimización por método simplex fue necesario seleccionar las 
variables experimentales que tienen influencia en la metodología analítica, las 
condiciones experimental iniciales y el módulo de paso. En la Tabla 10 se 
muestran las variables experimentales, el modulo de paso y las condiciones 
iniciales (Descritas en la Figura 16) que se emplearon en la realización del simplex 
de partida (S1 a S15) y de las reflexiones posteriores (S16 a S21). 
Cada punto del simplex fue realizado con el procedimiento descrito en la Figura 
16, modificando los pasos P1, P2, E1, E2, L1 y L2, tal como se muestra en la 
Tabla 10; extrayendo 1 g de miel blanco (Duplicado) y 1 g de miel fortificada con 
32 µL de la mezcla 1 de plaguicidas (triplicado). La evaluación de la respuesta del 
simplex se realizó a través de la Ecuación 1.  
4.2. Resultados y discusión. 
Durante el desarrollo de la metodología para análisis de residuos de plaguicidas 
en miel de abejas (Numeral 2), se logró determinar el valor de partida y el 
comportamiento de algunas de las variables experimentales incluidas en el 
método de optimización simplex. Razón por la cual, los tamaños de paso para 
algunas de variables como son el volumen de buffer, volumen de metanol y 
volumen de acetato de etilo empleado para la extracción son pequeños (Ver Tabla 
10).  
Como los valores iniciales de concentración del buffer y pH fueron tomados de una 
metodología reportada en la literatura [10], tal como se mencionó en el numeral 
anterior, estas variables fueron incluidas en el simplex con módulos de paso de 
valor medio (Ver Tabla 10), pues se quería observar cual era su comportamiento 
durante la optimización. Sin embargo, puede verse que estas variables 
permanecieron en rangos estrechos, donde el pH varió entre 5,5 y 5,9, y la 
concentración de buffer varió entre 1,5 g mL-1 y 2,4 g mL-1, lo que indica que los 
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valores escogidos como referencia son funcionales en la metodología analítica 
desarrollada.  
Durante el desarrollo del simplex puede observarse que el parámetro que presentó 
mayor variación es el volumen de acetato de etilo empleado durante el proceso de 
limpieza, el cual se redujo de 7 mL a 5,8 mL. Este comportamiento puede deberse 
a que una mayor polaridad del solvente de elución durante la limpieza permite 
obtener mayores porcentajes de recuperación para los plaguicidas más polares, 
sin embargo, se aumenta considerablemente la cantidad de interferentes co-
extraidos en los cromatogramas, lo cual reduce la respuesta del simplex (Ver 
Ecuación 1).  
La Figura 17 contiene la respuesta obtenida para cada uno de los puntos del 
simplex, donde los primeros 15 puntos corresponden al simplex de partida y los 
siguientes 6 puntos, corresponden a reflexiones.   
 
Figura 17. Respuesta obtenida para los diferentes ensayos realizados en la optimización por simplex. 
n=3 
En la Figura 17 se puede observar que la respuesta de los puntos obtenidos en las 
reflexiones supera en valor, a cualquiera de los puntos del simplex de partida. 
Además, la reflexión realizada en el punto S16 aumentó la respuesta en un 250%, 
si se compara con el punto de partida S1. Esto implica que el simplex mostró una 
mejora considerable del sistema. Las reflexiones posteriores al punto S16 
muestran una respuesta que es superior a todos los puntos obtenidos en el 
simplex inicial, sin embargo, como no se observó una tendencia creciente se 
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V AcOEt  
C5 
Unidades - mL g/mL mL mL Min mL mL min g % g mL mL 
               Modulo 
de paso 
0,5 0,5 0,1 0,5 1 3 0,5 1 3 1 2 1 2 2 
p 0,426 0,426 0,085 0,426 0,852 2,557 0,426 0,852 2,557 0,852 1,704 0,852 1,704 1,704 
q 0,073 0,073 0,015 0,073 0,145 0,435 0,073 0,145 0,435 0,145 0,290 0,145 0,290 0,290 














S1 5,5 1 0,15 1,5 10 15,0 1,5 5 15,0 1 15 1 7 7 
S2 5,9 1,1 0,16 1,57 10,15 15,4 1,57 5,15 15,4 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S3 5,6 1,4 0,16 1,57 10,15 15,4 1,57 5,15 15,4 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S4 5,6 1,1 0,24 1,57 10,15 15,4 1,57 5,15 15,4 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S5 5,6 1,1 0,16 1,93 10,15 15,4 1,57 5,15 15,4 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S6 5,6 1,1 0,16 1,57 10,85 15,4 1,57 5,15 15,4 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S7 5,6 1,1 0,16 1,57 10,15 17,6 1,57 5,15 15,4 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S8 5,6 1,1 0,16 1,57 10,15 15,4 1,93 5,15 15,4 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S9 5,6 1,1 0,16 1,57 10,15 15,4 1,57 5,85 15,4 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S10 5,6 1,1 0,16 1,57 10,15 15,4 1,57 5,15 17,6 1,15 15,29 1,15 7,3 7,3 
S11 5,6 1,1 0,16 1,57 10,15 15,4 1,57 5,15 15,4 1,85 15,29 1,15 7,3 7,3 
S12 5,6 1,1 0,16 1,57 10,15 15,4 1,57 5,15 15,4 1,15 16,70 1,15 7,3 7,3 
S13 5,6 1,1 0,16 1,57 10,15 15,4 1,57 5,15 15,4 1,15 15,29 1,85 7,3 7,3 
S14 5,6 1,1 0,16 1,57 10,15 15,4 1,57 5,15 15,4 1,15 15,29 1,15 8,7 7,3 










 S16 5,6 1,1 0,17 1,61 10,23 15,68 1,61 5,23 15,68 1,23 15,45 1,23 7,45 5,83 
S17 5,6 0,7 0,17 1,62 10,24 15,71 1,62 5,24 15,71 1,24 15,47 1,24 7,47 7,04 
S18 5,7 1,1 0,19 1,71 10,42 16,25 1,71 5,42 16,25 1,42 15,83 1,42 7,83 7,34 
S19 5,7 1,0 0,18 1,65 10,31 15,93 1,65 5,31 15,93 1,31 15,62 0,50 7,62 7,05 
S20 5,7 1,0 0,18 1,25 10,31 15,93 1,65 5,31 15,93 1,31 15,62 1,31 7,62 7,05 
S21 5,7 1,0 0,19 1,45 10,39 16,17 1,70 5,39 16,17 1,39 15,78 1,39 7,78 6,93 
V: volumen; AcOEt: acetato de etilo; Desac: desactivación; p y q: parámetros para construcción del simplex inicial 
Tabla 10. Variables estudiadas y valores experimentales que conformaron los vértices del simplex realizado en el proceso de optimizac ión de la 
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En la Figura 18 se muestra la diferencia entre los cromatogramas obtenidos en el 
detector μECD para los puntos S1 y S16, los cuales corresponden al punto de 
partida del simplex y al punto seleccionado como óptimo, respectivamente. 
 
Figura 18. Cromatogramas punto inicial de simplex (S1) y punto seleccionado como óptimo (S16). 
En la Figura 18 se puede ver que se reduce considerablente el número de 
interferencias presentes a los tiempos de retención entre 10 minutos y 32 minutos 
en el detector μECD, lo cual permite realizar el análisis de los plaguicidas α-HCH, 
β-HCH, γ-HCH, HCB, endosulfan  y clorpirifos. 
Ademas, con el punto S16 del simplex se obtienen mayores porcentajes de 
recuperación para los plaguicidas que se muestran en la  Tabla 11. 
Plaguicida 
Porcentaje de recuperación 
S1 S16 
Heptenofos µECD 178  20,1 
Diclorvos NPD 8,20 20,4 
Metamidofos NPD 20,9 47,8 
Cimoxanil µECD 206,1 86,8 
Monocrotofos NPD 44,7 46,6 
Acefato 30,2 40,6 
α-HCH 68,6 80,4 
β-HCH 68,5 97,7 
ϒ-HCH 70,5 108,6 
Endosulfan α 61,1 97,2 
4,4-DDT 65,2 90,1 
Amitraz 0 4,0 
Flumetrina 71,5 108,7 
Tabla 11. Porcentajes de recuperación de algunos plaguicidas obtenidos en los puntos 
S1 y S16.     
En la Tabla 11 se puede ver que a pesar de mejorar los porcentajes de 
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heptenofos, diclorvos y amitraz no son extraidos eficientemente con esta 
metodología.  
En conclusión, la metodología seleccionada como satisfactoria y que será 
sometida al procedimiento de validación es la correspondiente al punto del simplex 
S16 (Ver Figura 19), debido a que presentó la mayor respuesta, en comparación 
con los demás ensayos realizados. 
 
Figura 19. Metodología obtenida después del proceso de optimización (S16). 
 
Se aforó a  1 mL con 
ACOET.
Se cargó la columna con 
el extracto de miel.
Se eluyó con 13,3 mL de n-
hexano: acetato de etilo (1,2:1).
Se cargó la columna con 2 g de 
Na2SO4, 2,5 gramos de 
florisil/silica desactivada al 
15% y 3 g mas de Na2SO4.
Se acondicionó a la 
columna 10 mL de 
n-hexano
Se adicionó 2 g de 
Na2SO4
Se concentró el 










Se combinaron las 
dos fases orgánicas.
Se  adicionó 10 mL 
de Acetato de etilo
Se centrifugó a 5000 
rpm x 3 min.
Se adicionó 1,61 mL de 
metanol a la fase acuosa.
Se agitó por 15,68 
minutos
Se separó la fase 
orgánica de la acuosa
Se  adicionó 5,23 mL 
de Acetato de etilo
Se disolvió 1 g de miel en 1,11 ml de Buffer 
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5. VALIDACIÓN DE LA METODOLOGÍA 
5.1. Especificidad y selectividad 
Para la evaluación de la especificidad de la metodología, se inyectaron varios 
extractos de miel blanco y se comparó con la inyección del extracto fortificado con 
cada una de las mezclas de plaguicidas. La fortificación se realizó a la 
concentración más baja de la curva de calibración, correspondiente a 16 μL de las 
mezclas madres en 1 g de miel, esto con el fin de evaluar los interferentes de los 
blancos de una manera más rigurosa. Las Figura 20 a Figura 23 muestran la 
comparación de los cromatogramas obtenidos para los extractos con y sin 
plaguicidas, mediante cada uno de los detectores. 
En las Figura 20 y Figura 21, se muestra la evaluación de la especificidad 
mediante el detector μECD para cada una de las mezclas. En estos 
cromatogramas se observa que no se presentan señales que interfieran de una 
manera significativa para la mayoría de los compuestos. Sin embargo, para el 
caso de  β-HCH, cimoxanil, clorpirifos, alaclor y triadimefon se presentan 
pequeñas interferencias en la detección. De acuerdo a los parámetros que se 
establece en la guía de validación de métodos analíticos de la unión europea [13], 
se encuentra que sólo para clorpirifos se presenta una  interferencia superior al 
30% de la respuesta cromatografica. Por otro lado, para los cuatro compuestos 
restantes se tiene que las interferencias  que ocasiona el blanco son inferiores al 
valor umbral establecido [13]. Para todos los compuestos, a excepción de 
clropirifos, se cumple con el parámetro de especificidad.  
 
Figura 20. Perfil cromatográfico de la mezcla 1 para la evaluación de la selectividad y la especificidad 
de la metodología.  etección μ   . 
Extracto blanco de miel
Extracto blanco de miel fortificado
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Figura 21. Perfil cromatográfico de la mezcla 2 para la evaluación de la selectividad y la especificidad 
de la metodología.  etector μ   . 
Las Figura 22 y Figura 23 muestran los resultados obtenidos mediante el detector 
de nitrógeno fósforo (NPD), en estos cromatogramas se puede observar que para 
ningún compuesto se encuentran interferencias ocasionadas por los blancos 
evaluados. Estos resultados concuerdan con la alta selectividad que presenta este 
detector, respecto a otros sistemas de detección como el µECD, FID, entre otros. 
Por otro lado, se observa que la línea base que se obtiene mediante este detector 
es más estable que las presentadas en las Figura 20 y Figura 21, esto le confiere 
a este sistema de detección una mayor confiabilidad en el momento de realizar 
identificaciones y cuantificaciones en muestras reales. Finalmente, es de resaltar 
que para el caso del clorpirifos, a diferencia de los resultados obtenidos en µECD, 
no se presenta ningún tipo de interferencia, lo cual implica que la metodología es 
específica para el clorpirifos, pero mediante el uso del detector NPD. 
 
Figura 22. Perfil cromatográfico de la mezcla 1 para la evaluación de la selectividad y la especificidad 
de la metodología. Detector NPD. 
Extracto blanco de miel
Extracto blanco de miel fortificado
Extracto blanco de miel
Extracto blanco de miel fortificado
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Figura 23. Perfil cromatográfico de la mezcla 2 para la evaluación de la selectividad y la especificidad 
de la metodología. Detector NPD. 
La evaluación de la selectividad de la metodología cuando se emplean técnicas 
cromatográficas, se realiza mediante el parámetro cromatográfico conocido como 
resolución. De esta manera, en las Tabla 12 y Tabla 13 se presentan los valores 
de resolución calculados para cada uno de los compuestos en cada una de las 
columnas utilizadas. 
La Tabla 12, muestra los resultados de la evaluación mediante la columna 5% fenil 
metil silicona, en ésta tabla se observa que para todos los compuestos se 
presenta una resolución cromatográfica superior a 1.5, lo cual indica que se 
encuentran todas las señales cromatográficas separadas en la base del pico. Es 
decir, mediante esta columna se cumple con el parámetro de selectividad para 
todos los compuestos que se registran mediante el detector de µECD. 
La Tabla 13, muestra los resultados de la evaluación de la selectividad para la 
columna 50% fenil metil silicona. En esta tabla, se encuentra que sólo para 
profenofos, tiabendazol, clorpirifos y fenitrotion se presentan resoluciones 
inferiores a 1,5, lo cual implica que para estos compuestos no se cumple con este 
parámetro. A pesar de esto, las resoluciones encontradas para estos cuatro 
compuestos permiten identificar y cuantificar sin ningun problema los picos 
cromatográficos.  
La baja resolución que se encuentra para estos compuestos se cree es debida, 
más que a la baja eficiencia de la columna, al ensanchamiento que se tiene en el 
proceso de detección, pues el NPD se carácteriza por un coleo ( taling, en inglés), 
de esta manera, al presentarse esta dispersión cromatográfica, el ancho de las 
señales es mayor y por consiguiente el parámetro de resolución disminuye. 
 
Extracto blanco de miel
Extracto blanco de miel fortificado
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Diclorvos Cimoxanil 47,98 Diclofluanid Triadimefon 6,82 
Cimoxanil α-HCH 6,04 Triadimefon PCB 103 2,53 
α-HCH β-HCH 9,18 PCB 103 Captan 5,78 
β-HCH PCB 52 26,47 Captan Isofenfos 2,35 
PCB 52 Fenitrotion 1,56 Isofenfos Fentoato 5,05 
Fenitrotion Clorpirifos 5,62 Fentoato Dieldrin 2,84 
Clorpirifos PCB103 3,06 Dieldrin 4´4´- DDE 2,09 
PCB103 Folpet 6,53 4´4´-DDE Ciproconazol 5,62 
Folpet Endosulfan α 4,03 Ciproconazol Oxadicyl 2,05 
Endosulfan α Hexaconazol 5,36 Oxadicyl Ppropiconazol 4,32 
Hexaconazol Profenofos 2,43 Ppropiconazol Eepoxiconazol 5,54 
Profenofos Endosulfan β 6,43 Eepoxiconazol Iprodion 3,82 
Endosulfan β 4´,4´-DDD 4,58 Iprodion Tetradifon 3,13 
4´,4´-DDD 4´-4´-DDT 9,14 Tetradifon Cihalotrina 3,53 
4´-4´-DDT Propargite 5,87 Cihalotrina Pirazofos 6,02 
Propargite Cumafós 27,78 Pirazofos Permetrina 10,64 
Cumafós Cipermetrina 3,67 Permetrina β-Ciflutrina 1,79 
Cipermetrina Difenoconazol 3,65 β-Ciflutrina τ-fluvalinato 2,92 
Difenoconazol Azoxistrobin 4,34 τ-fluvalinato Deltametrina 3,67 
HCB γ HCH 6,82 Deltametrina Dimetomorf 7,28 
PCB N 52 diclofluanid 2,53 Dimetomorf Flumetrina 2,90 








Diclorvos Metamidofos 7,26 Sulfotep Diazinon 13,01 
Metamidofos Acefato 21,77 Diazinon Pirimetanil 3,36 
Acefato Sulfotep 25,47 Pirimetanil Triadimefon 23,84 
Sulfotep Monocrotofos 14,63 Triadimefon Diclofluanid 5,01 
Monocrotofos Dimetoato 3,87 Diclofluanid Isofenfos 4,39 
Dimetoato m-paration 14,11 Isofenfos Fention 3,81 
m-paration Metalaxil 3,61 Fention Fentoato 9,52 
Metalaxil Clorpirifos 3,26 Fentoato Fenamifos 6,61 
Clorpirifos Fenitrotion 1,28 Fenamifos Ciproconazol 3,62 
Fenitrotion Malation 2,01 Ciproconazol Tebuconazol 9,68 
Malation Profenofos 26,20 Tebuconazol Iprodion 7,85 
Profenofos Tiabendazol 1,05 Iprodion TPP 6,19 
Tiabendazol TPP 30,23 TPP Pirazofos 17,31 
TPP Cumafós 31,10 Pirazofos Dimetomorf 1 49,02 
Cumafós Difenoconazol 24,75 Dimetomorf 1 Dimetomorf 2 4,36 
Tabla 13. Evaluación de la resolución cromatográfica en la columna 50%fenilmetil silicona. Detección 
NPD n=5. 
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5.2. Evaluación del efecto matriz. 
En el análisis de residuos de plaguicidas, el efecto matriz se define como la 
variación de la respuesta cromatográfica inducida por los compuestos de la matriz 
[14]. Especificamente, en cromatografía de gases, esta variación de la respuesta 
se presenta en tres zonas específicas del cromatógrafo. La primera zona 
corresponde al detector, donde los compuestos que coeluyen pueden generar 
aumentos o supresiones de las señales de los analitos de interés dependiendo del 
mecanismo de funcionamiento del detector y de la naturaleza de los interferentes. 
La segunda zona, corresponde a la columna cromatógrafica, allí  es común 
encontrar que algunos compuestos de la matriz coeluyen con los compuestos que 
se desean analizar, lo cual ocasiona que se presenten falsos positivos [15].  
La tercera zona, aunque no por ello de menor importancia, corresponde al inyector 
del cromatógrafo, donde los compuestos sufren procesos de descomposición y/o 
adsorción, tanto reversibles como irreversibles. Este último tipo de efecto matriz se 
caracteriza, porque en general, los plaguicidas presentan respuestas 
cromatográficas mayores cuando se inyectan en extractos blancos de matriz, en 
comparación a las inyecciones en solvente. De esta manera, al realizar 
cuantificaciones empleando curvas de calibración en solvente se corre el riesgo de 
sobreestimar las cantidades reales de plaguicidas [15].  
Los dos primeros tipos de efecto matriz, en la columna y el detector, se evaluaron 
con los ensayos de especificidad y selectividad, mientras que el tercer tipo de 
efecto matriz se evaluará en el transcurso de esta sección. Es comun que el efecto 
matriz sea evaluado al final del proceso de validación, pero en este caso será 
evaluado previo a la linealidad de la metodología, pues en trabajos recientes se ha 
encontrado que este fenómeno afecta la linealidad del sistema cromatográfico [16, 
17]. 
Se han establecido un sin número de técnicas para la evaluación del efecto matriz, 
en el presente trabajo se evalúo mediante la inyección de curvas de calibración en 
solvente y de curvas de calibración en blancos de matriz. Con el propósito de 
realizar una evaluación preliminar de los resultados obtenidos, en la Figura 24 se 
muestran los porcentajes de efecto matriz para algunos de los compuestos en el 
nivel 1 de la curva de calibración. El porcentaje de efecto matriz, corresponde a la 
relación entre el área en matriz y el área en solvente, valores iguales a 100% 
muestran que no hay presencia de efecto matriz, por el contrario, valores 
superiores al 120%  indican la posibilidad de presentar este fenómeno [18]. 
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Figura 24. Porcentajes de efecto matriz para algunos de los plaguicidas analizados. 
En la Figura 24, se encuentra que compuestos como difenoconazol, fenitrotion y 
malatión, presentan valores muy cercanos a 100%, lo que indicaría que no se 
presenta efecto matriz para estos compuestos. Por otro lado, compuestos más 
polares como acefato, dimetoato, monocrotofos presentan valores superiores al 
150%, lo cual indica que posiblemente se presenta efecto matriz. En esta misma 
figura se observa que compuestos de diferentes caraterísticas fisicoquímicas, 
como los piretroides (deltametrina y cipermetrina) o los organoclorados 
(endosulfan α y 4,4-DDT), tambien son suceptibles a este tipo de adsorción y/o 
descomposición en el puerto de inyección. Para cumafós, compuesto de alto 
interés apícola, se encuentra uno de los porcentajes de efecto matriz más altos, 
hecho que concuerda de manera satisfatoria con lo reportado por la literatura [18]. 
Los porcentajes presentados en la Figura 24, no son más que un indicativo de la 
presencia del efecto matriz. De esta manera, para establecer de una manera 
adecuada la existencia de este fenómeno, es indispensable realizar diferentes 
pruebas estadísticas, en el presente trabajo se opto por el  uso del análisis de 
covarianza (ANCOVA) y el método de regresión [18, 19], las hipotesis de estas 
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Técnica Hipótesis 
Regresión 
H01: La pendiente es signif icativamente diferente 1. 
H11: La pendiente no es signif icativamente diferente 1. 
H02: El intercepto no es signif icativamente diferente de cero. 
H12: El intercepto es signif icativamente diferente de cero. 
Análisis de covarianza 
H03: No existen diferencias signif icativas entre las respuestas en matriz y en 
solvente con el ajuste por concentración. 
H13: No existen diferencias signif icativas entre las respuestas en matriz y en 
solvente con el ajuste por concentración. 
H04: La concentración no afecta la respuesta 
H14: La concentración afecta la respuesta obtenida. 
Tabla 14. Hipótesis estadísticas para cada técnica de evaluación del efecto matriz. 
La Tabla 15 muestra los resultados más relevantes en la evaluación del efecto 
matriz mediante estas dos técnicas; los compuestos que no se presentan en esta 
tabla se encontró que las dos técnicas evidenciaron que se presentaban 
diferencias estadísticas (α=0.05) entre las respuestas en solvente y las respuestas 
en matriz, es decir presentaban efecto matriz. 
En la Tabla 15 se muestran los compuestos para los cuales no se presentó efecto 
matriz mediante análisis de covarianza, por otro lado, los análisis de regresión 
indicaron que para todos los compuestos se presenta efecto matriz, este resultado 
se da por la alta exigencia de la regresión en el momento de realizar esta 
evaluación [18], por lo tanto se dará una mayor importancia a los resultados 
obtenidos mediante el ANCOVA, pues investigaciones previas mostraron la 
correlación positiva de esta técnica con los resultados obtenidos en el laboratorio 
[19]. 
Mediante la evaluación de H04 se encontró que en todos los casos la 
concentración influye sobre el efecto matriz, hecho que  confirma lo reportado en 
otros estudios, sobre la fuerte dependencia de este fenómeno con la 
concentración de los plaguicidas. 
Finalmente, al centrarse en los resultados que se obtuvieron en la evaluación de 
H03, se encuentra que esta técnica indica que para los compuestos presentados 
en la Tabla 15 no se tienen diferencias estadísticas entre las respuestas en 
solvente y las respuestas en matriz (α=0.05), es decir no tienen efecto matriz. 
Estos resultados indican que para estos compuestos se podrían preparar las 
curvas de calibración en solvente y no se tendría sobre estimación en la 




79 Evaluación de la presencia de residuos de plaguicidas en miel de abejas provenientes 






H01 H02 H03 H04 
cimoxanil  <0,0001 <0,0001 0,5062 <0,0001 
ciproconazol  0,1226 <0,0001 0,8288 <0,0001 
diclofluanid  0,208 <0,0001 0,0594 <0,0001 
fentoato  0,0105 <0,0001 0,2222 <0,0001 
Iprodion 0,0432 <0,0001 0,5038 <0,0001 
malation  0,0026 <0,0001 0,7942 <0,0001 
pirazofos  0,0659 <0,0001 0,1166 <0,0001 
propargite  0,412 <0,0001 0,7323 <0,0001 
Tabla 15. Probabilidad de aceptar la H0x  en la evaluación del efecto matriz. n=5 
El análisis estadístico mostró que los compuestos de la Tabla 15, no presentaron 
efecto matriz; sin embargo, los compuestos restantes que se estudiaron en el 
presentre trabajo, presentaron efecto matriz. Por lo tanto, no resulta práctico 
realizar  curvas de calibración en solvente para unos compuestos y para los 
restantes en blancos de matriz. Adicionalmente, como se ha reportado en otros 
trabajos [14] el empleo de blancos de matriz brinda una mayor estabilidad a las 
señales cromatográficas, lo cual se refleja en una mayor calidad de los resultados. 
En conclusión, los análisis de linealidad y la validación restante de la metodología 
se realizará mediante el empleo de estándares preparados en blancos de matriz. 
5.3. Linealidad de la metodología. 
La evaluación de la linealidad contempla diferentes pasos que buscan valorar 
algunos de los parámetros más relevantes  para la construcción de las curvas de 
calibración. En la literatura, se presentan diferentes maneras para la evaluación de 
las curvas de calibración, en el presente trabajo se utilizarán los métodos clásicos 
para este propósito. 
El primer aspecto que se entrará a evaluar es la regresión lineal aplicada, de esta 
manera mediante una análisis de varianza de establecerá si el modelo y = mx+b 
es siginificativo (α=0,05), es decir se determinará si los resultados se ajustan al 
modelo lineal planteado. Una vez establecida la significancia del modelo, se 
evidenciará si los parámetros m y b son estadísticamente iguales a cero. 
Otro aspecto de gran importancia en la evaluación de la linealidad, corresponden a 
la correlación entre las variables X y Y, para este caso en específico concentración 
y respuesta cromatográfica, respectivamente. Para esta evaluación se aplicará 
una prueba t (α=0,05) que busca establecer si el coeficiente de correlación 
presenta diferencias estadísticas con 1, el cual corresponde al caso ideal.  
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Finalmente, para realizar una evaluación integral se aplicarán pruebas de falta de 
ajuste o desvío de linealidad que tienen como objetivo evaluar los rangos de 
concentración en los cuales se elaboró la curva de calibración y determinar si se 
presentan desvíos a concentraciones altas o bajas de la respuesta cromatográfica.  
En las Tabla 16 a Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos para cada uno 
de los compuestos en cada uno de los detectores. En estas tablas se puede 
observar que la primera evaluación, correspondiente a ANOVA de regresión, 
mostró que todas las probabilidades de aceptar la hipótesis nula (H0: No hay 
regresión significativa en la curva de calibración) son inferiores a 0,05 (95% de 
nivel de confianza) lo cual indica que se rechaza esta hipótesis ( α=0,05) y se 
concluye que todas la curvas de calibración se ajustan al modelo y=mx+b, es decir 
a una linea recta.  
Como se mencionó anteriormente, una vez establecida la significancia del modelo 
lineal, se procede a aplicar las pruebas t para intercepto y pendiente. En las Tabla 
16 a Tabla 19 se encuentran que todos los interceptos de las curvas de calibración 
presentan valores cercanos a cero, pero en la evaluación estadística (siguiente 
columna) se tiene que para una cantidad relativamente grande de señales 
cromatográficas se presentan diferencias estadísticas con el cero (p<0,05). De 
esta manera, para los compuestos como azoxistrobina, cimoxanil, diclorvos, 
endosulfan α, clorpirifos, malatión, entre otros (Ver Tabla 16 y Tabla 17), se tienen 
interceptos estadisticamente diferentes de cero, lo anterior implica que para todas 
estas curvas de calibración se hace indispensable trabajar con una regresión lineal 
en la que se contemple este parámetro de regresión. Las Tabla 18 y Tabla 19 
muestran que en el detector NPD se presentan interceptos estadisticamente 
diferentes de cero para los compuestos clorpirifos, diclorvos, malation, diazinon, 
ciproconazol, fention, entre otros. 
La pendiente de la curva de calibración, se encuentra  relacionada con el factor de 
respuesta del compuesto, y con la sensibilidad del mismo en el correspondiente 
detector. En la Tabla 16 a la Tabla 19 se presentan los valores de pendiente y su 
respectiva evaluación estadística, para este caso se  encuentra que todas la 
probabilidades son inferiores a 0,05 (95% de nivel de confianza) por lo tanto se 
rechaza la H0 (La pendiente no es significativamente diferente de cero) y se 
concluye que para todos los compuestos evaluados en los dos detectores se 
presentan pendientes estadísticamente diferentes de cero. Esto implica que para 
cambios de concentración en el rango evaluado, se tienen cambios en la 
respuesta cromatográfica, es decir el método es sensible para todos los 
compuestos en los dos detectores. 
81 Evaluación de la presencia de residuos de plaguicidas en miel de abejas provenientes 






















α-HCH <0,0001 -9,64X10-2 0,2169 85,04 <0,0001 0,997 <0,0001 0,368 
Azoxistrobin <0,0001 -4,63X10-1 0,0020 20,14 <0,0001 0,998 <0,0001 0,244 
β-HCH <0,0001 -1,68X10-1 <0,0001 18,30 <0,0001 0,987 <0,0001 0,001 
Cimoxanil <0,0001 -3,43X10-1 0,0003 3,22 <0,0001 0,997 <0,0001 0,995 
Cipermetrina <0,0001 -1,82X10-1 0,3097 31,39 <0,0001 0,993 <0,0001 0,003 
Clorpirifos <0,0001 7,47X10-1 <0,0001 27,44 <0,0001 0,998 <0,0001 0,478 
Cúmafos <0,0001 7,00X10-2 0,4845 14,33 <0,0001 0,992 <0,0001 0,003 
Diclorvos <0,0001 -3,17X10-2 0,0002 2,21 <0,0001 0,999 <0,0001 0,019 
Difenoconazol <0,0001 -7,33X10-2 0,1735 10,71 <0,0001 0,995 <0,0001 0,567 
Endosulfan α <0,0001 1,38X10-1 <0,0001 40,32 <0,0001 0,999 <0,0001 0,094 
Endosulfan β <0,0001 -4,98X10-2 0,0005 20,12 <0,0001 0,999 <0,0001 0,159 
Fenitrotion <0,0001 -1,24X10-1 <0,0001 19,61 <0,0001 0,999 <0,0001 0,138 
Folpet <0,0001 -6,13X10-1 0,0008 20,91 <0,0001 0,996 <0,0001 0,564 
Hexaconazol <0,0001 -3,03X10-1 <0,0001 30,48 <0,0001 1,000 <0,0001 0,611 
4, 4´-DDD <0,0001 -1,25X10-1 0,0006 60,75 <0,0001 0,999 <0,0001 0,159 
4, 4´-DDT <0,0001 -2,63X10-2 0,4338 48,14 <0,0001 0,997 <0,0001 0,759 
Profenofos <0,0001 -1,85X10-2 0,0027 17,68 <0,0001 0,998 <0,0001 0,078 
Propargite <0,0001 -2,45X10-2 0,2241 0,18 <0,0001 0,999 <0,0001 0,265 
Tabla 16. Probabilidades para las pruebas estadísticas realizadas a las curvas de calibración en blanco matriz. Detección por µECD en la mezcla 1. 
NOTA: Número de ensayos N=15, número total de niveles k=5; número de réplicas por nivel m=3 
 
Hipótesis estadísticas para la correlación x, y                   Hipótesis estadísticas para el intercepto y la pendiente.       Hipótesis estadísticas para linealidad x, y 
Ho: la pendiente no es signif icativamente diferente de cero    Ho: el intercepto no es signif icativamente diferente de cero             Ho: no hay regresión signif icativa entre “x” y “y”  
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Alaclor <0,0001 2,64X10-2 0,0131 6,57 <0,0001 0,998 <0,0001 0,281 
β-Ciflutrina <0,0001 1,92X10-2 0,7522 30,40 <0,0001 0,993 <0,0001 0,762 
Captan <0,0001 -2,98X10-1 0,0006 22,22 <0,0001 0,994 <0,0001 0,099 
Cihalotrina <0,0001 -6,23X10-2 0,0725 37,91 <0,0001 0,995 <0,0001 0,872 
Ciproconazol <0,0001 -6,54X10-5 0,9955 0,68 <0,0001 0,997 <0,0001 0,913 
Deltametrina <0,0001 -1,66X10-1 0,0018 28,66 <0,0001 0,992 <0,0001 0,543 
Diclofluanid <0,0001 -2,62X10-1 <0,0001 39,33 <0,0001 0,999 <0,0001 0,003 
Dieldrin <0,0001 6,31X10-5 0,9964 49,70 <0,0001 0,998 <0,0001 0,053 
Dimetomorf I <0,0001 3,10X10-3 0,9482 0,91 <0,0001 0,991 <0,0001 0,303 
Dimetomorf II <0,0001 2,74X10-2 0,3710 0,69 <0,0001 0,994 <0,0001 0,457 
Epoxiconazol <0,0001 -1,92X10-2 0,5424 20,48 <0,0001 0,995 <0,0001 0,398 
Flumetrina I <0,0001 -2,20X10-1 0,0697 8,70 <0,0001 0,987 <0,0001 0,207 
γ-HCH <0,0001 1,42X10-1 <0,0001 68,86 <0,0001 0,998 <0,0001 0,172 
HCB <0,0001 3,33X10-1 <0,0001 50,94 <0,0001 0,997 <0,0001 0,211 
Iprodion <0,0001 -5,48X10-2 0,1226 15,23 <0,0001 0,996 <0,0001 0,091 
Isofenfos <0,0001 -1,06X10-2 0,2618 3,64 <0,0001 1,000 <0,0001 0,296 
Oxadicyl <0,0001 -1,09X10-2 0,1328 0,51 <0,0001 0,998 <0,0001 0,920 
4, 4´-DDE <0,0001 -9,80X10-2 <0,0001 48,38 <0,0001 0,999 <0,0001 0,071 
Permetrina <0,0001 7,48X10-2 0,0264 5,08 <0,0001 0,994 <0,0001 0,848 
Pirazofos <0,0001 3,40X10-2 0,6624 8,42 <0,0001 0,995 <0,0001 0,717 
Propiconazol <0,0001 1,55X10-1 0,0403 18,87 <0,0001 0,992 <0,0001 0,670 
T-Fluvalinato <0,0001 -3,71X10-1 0,1060 36,46 <0,0001 0,994 <0,0001 0,787 
Tetradifon <0,0001 5,22X10-4 0,9810 40,02 <0,0001 0,997 <0,0001 0,416 
Tabla 17. Probabilidades para las s prueba estadísticas realizadas a las curvas de calibración en blanco matriz. Detección por µECD en la mezcla 2. 
NOTA: Número de ensayos N=15, número total de niveles k=5; número de réplicas por nivel m=3 
 
Hipótesis estadísticas para la correlación x, y                   Hipótesis estadísticas para el intercepto y la pendiente.       Hipótesis estadísticas para linealidad x, y 
Ho: la pendiente no es signif icativamente diferente de cero    Ho: el intercepto no es signif icativamente diferente de cero             Ho: no hay regresión signif icativa entre “x” y “y”  
Ho: no hay correlación lineal entre “x” y “y”                    Ho: la pendiente no es signif icativamente diferente de cero              Ho: no hay desvío signif icativo de la linealidad 
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Ciproconazol <0,0001 -2,22X10-3 0,0003 0,04 <0,0001 0,999 <0,0001 0,012 
Diazinon <0,0001 6,21X10-3 0,0109 2,43 <0,0001 0,999 <0,0001 0,001 
Diclofluanid <0,0001 -1,13X10-4 0,7399 0,12 <0,0001 0,993 <0,0001 0,666 
Dimetomorf I <0,0001 8,03X10-4 0,1511 0,02 <0,0001 0,996 <0,0001 0,993 
Dimetomorf II <0,0001 -1,17X10-4 0,7988 0,01 <0,0001 0,995 <0,0001 0,577 
Fenamifos <0,0001 -6,93X10-3 0,2137 17,18 <0,0001 0,998 <0,0001 0,849 
Fention <0,0001 2,05X10-2 0,0041 7,67 <0,0001 0,999 <0,0001 0,456 
Fentoato <0,0001 -8,89X10-4 0,5362 1,84 <0,0001 0,999 <0,0001 0,759 
Iprodion <0,0001 -2,65X10-3 0,1133 0,61 <0,0001 0,994 <0,0001 0,144 
Isofenfos <0,0001 6,98X10-3 0,0022 0,53 <0,0001 0,999 <0,0001 0,155 
Pirazofos <0,0001 8,87X10-3 0,2486 1,53 <0,0001 0,999 <0,0001 0,370 
Pirimetanil <0,0001 -6,35X10-4 0,5257 0,09 <0,0001 0,999 <0,0001 0,970 
Tebuconazol <0,0001 -1,92X10-3 0,2514 0,06 <0,0001 0,998 <0,0001 0,284 
Triadimefon <0,0001 -1,69X10-4 0,2826 0,07 <0,0001 0,996 <0,0001 0,654 
Tabla 18. Probabilidades para las prueba estadísticas realizadas a las curvas de calibración en blanco matriz. Detección  por NPD en la mezcla 2. 
NOTA: Número de ensayos N=15, número total de niveles k=5; número de réplicas por nivel m=3 
 
Hipótesis estadísticas para la correlación x, y                   Hipótesis estadísticas para el intercepto y la pendiente.       Hipótesis estadísticas para linealidad x, y 
Ho: la pendiente no es signif icativamente diferente de cero     Ho: el intercepto no es signif icativamente diferente de cero            Ho: no hay regresión signif icativa entre “x” y “y”  
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Acefato <0,0001 -1,07X10-1 0,0371 2,30 <0,0001 0,999 <0,0001 0,304 
Clorpirifos <0,0001 2,65X10-3 0,0096 1,55 <0,0001 1,000 <0,0001 0,887 
Cúmafos <0,0001 1,69X10-2 0,0316 1,10 <0,0001 0,993 <0,0001 0,062 
Diclorvos <0,0001 -1,06X10-2 0,0024 1,82 <0,0001 1,000 <0,0001 0,387 
Difenoconazol <0,0001 -6,22X10-5 0,8601 0,04 <0,0001 0,985 <0,0001 0,990 
Dimetoato <0,0001 -8,25X10-4 0,4096 2,16 <0,0001 0,999 <0,0001 0,156 
Fenitrotion <0,0001 3,63X10-4 0,5906 1,46 <0,0001 0,999 <0,0001 0,835 
Malation <0,0001 4,95X10-3 0,0133 1,85 <0,0001 0,999 <0,0001 0,689 
Metalaxil <0,0001 4,54X10-4 0,0491 0,03 <0,0001 1,000 <0,0001 0,126 
Metamidofos <0,0001 -7,57X10-3 0,8501 2,04 <0,0001 0,986 <0,0001 0,591 
Monocrotofos <0,0001 -2,89X10-2 0,0538 2,19 <0,0001 0,999 <0,0001 0,405 
Metil paration <0,0001 -1,27X10-3 0,1756 2,02 <0,0001 1,000 <0,0001 0,181 
Profenofos <0,0001 4,72X10-4 0,0238 0,82 <0,0001 0,999 <0,0001 0,580 
Tiabendazol <0,0001 -1,33X10-2 0,0002 0,04 <0,0001 0,994 <0,0001 0,056 
Tabla 19. Probabilidades para las prueba estadísticas realizadas a las curvas de calibración en blanco matriz. Detección por NPD en la mezcla 1. 
NOTA: Número de ensayos N=15, número total de niveles k=5; número de réplicas por nivel m=3 
 
Hipótesis estadísticas para la correlación x, y                   Hipótesis estadísticas para el intercepto y la pendiente.       Hipótesis estadísticas para linealidad x, y 
Ho: la pendiente no es signif icativamente diferente de cero    Ho: el intercepto no es signif icativamente diferente de cero            Ho: no hay regresión signif icativa entre “x” y “y”  
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La Tabla 16 a la Tabla 19 presentan los coeficientes de correlación obtenidos para 
cada unos de los compuestos en los correspondientes detectores, así mismo se 
presentan los resultados de las probabilidades de la evaluación estadística de 
estos coeficientes. En estas tablas se observa que todas las probabilidades son 
inferiores al 0,05 por lo tanto se rechaza H0 (No hay correlación significativa entre 
“X” y “Y”), y se concluye que para todos los plaguicidas se encontró una 
correlación lineal entre la concentración y la respuesta cromatográfica. 
Finalmente, de la Tabla 16 a la Tabla 19 se muestran las probabilidades de 
aceptar H0 para el desvío de linealidad o falta de ajuste, para este caso, se 
encuentra que en la detección por µECD para los compuestos: β-HCH, 
cipermetrina, cumafos y diclofluanid (ver Tabla 16 y Tabla 17) se presentan 
p<0,05, lo cual señala que se rechaza H0 y se concluye que para estos 
compuestos en este detector se presenta desvío de linealidad. Paralelamente para 
diazinon y ciproconazol en el detector de NPD se presenta p<0,05, lo cual indica 
que para estos compuestos tambien se presenta desvío de linealidad. 
Para sobre llevar el problema asociado con el desvío de linealidad en los 
compuestos implicados, se realizó el mismo procedimiento estadístico, pero sin 
corrección por estándar interno, estos resultados mostraron que sin esta 
normalización de área para β-HCH, cipermetrina y cumafos se encontraron 
probabilidades de 0,0521; 0,058 y 0,081 respectivamente, lo cual implica que para 
estos compuestos no se presenta desvío de linealidad (α=0,05). Por otro lado, 
para los compuestos restantes no se observo este mismo efecto.  
Para los compuestos que no cumplieron con el parámetro de desvío de linealidad 
se pueden tener varias opciones, la primera es el disminuir los rangos de 
concetración de las curvas de calibración. Por otro lado, en el caso de ser 
necesario cuantificar estos compuestos se puede emplear uno o dos puntos de 
calibración, en lugar de toda la curva de calibración, pues como se ha reportado 
en muchos casos ofrece mejores resultados que el empleo de la curva completa 
[13]. 
5.4. Exactitud y precisión de la metodología. 
5.4.1. Exactitud de la metodología. 
Es el grado de concordancia entre el valor de una respuesta aceptada como 
verdadera o referencia y el valor encontrado experimentalmente. En este caso, se 
evalúa como porcentaje de recuperación aplicando la metodología análitica a 
muestras fortificadas con una cantidad fija  y conocida del analito,  y comparando 
el valor hallado con el de un patrón o nivel de concentración de igual 
concentración. La validación realizada para esta metodología contemplo la 
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fortificación a diferentes niveles de concentración, para este estudio se tomaron 
los puntos o niveles 1, 3 y 5 de la curva de calibración, fortificando 
respectivamente con 16 μL, 48 μL y 80 μL de las mezclas de plaguicidas. Los 
resultados obtenidos en estos experimentos se presentan en la Tabla 20 y Tabla 
21. 
La Tabla 20 y Tabla 21, además de presentar los resultados de los porcentajes de 
recuperación, muestran los resultados de probabilidad en la evaluación de la 
homogeneidad de varianzas para las tres concentraciones ensayadas. Esta 
prueba estadística tiene como objetivo determinar si al realizar los ensayos de 
recuperación se presentan cambios en la varianza en función de la concentración, 
es decir evalúa si se tienen cambios en la precisión de la metodología en los 
diferentes niveles de fortificación. Así mismo, con esta evaluación se está 
determinando si al realizar estos ensayos se generan diferentes tipos de 
poblaciones; en el caso de encontrarse que todas las varianzas son 
estadísticamente iguales se puede tratar todo el conjunto de datos (N1, N2 y N3) 
como una sola población y de esta manera se puede determinar un porcentaje de 
recuperación global, valor que se muestra en la última columna de las tablas. 
Respecto a la evaluación mediante la prueba de Levene, en la Tabla 20 y Tabla 
21, se encuentra que compuestos como metalaxil (NPD), profenofos (NPD), Folpet 
(µECD), HCB (µECD) y 4´,4´-DDT (µECD) presentan probabilidades inferiores a 
0,05, lo cual implica que se rechaza la hipótesis nula y se concluye que para estos 
compuestos el nivel de concentración afecta la precisión del método, hecho que se 
discutirá con mayor detalle en el numeral 3.4.2 . Por otro lado, este resultado  
implica que para estos compuestos no se deben promediar  los porcentajes de 
recuperación de los diferentes niveles de concentración, por lo cual se encuentran 
reportados como rangos. 
En la Tabla 20 y Tabla 21, se puede observar que en general los porcentajes de 
recuperación son relativamente altos, y sólo para los plaguicidas acefato, 
metamidofos y monocrotofos se presentan valores de recuperación inferiores al 
70%. Estos tres compuestos tienen en común que presentan una polaridad 
relativamente alta y al contar con método de extracción basado en un proceso de 
partición, las constantes dieléctricas de las fases involucradas (miel y solvente 
extractante) juegan un papel determinante; de esta manera la miel al presentar 
una mayor constante dieléctrica que el acetato de etilo, dificulta la extracción de 
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Porcentaje de recuperación Probabilidad* prueba de 
Levene 








Acefato 41,9 31,5 30,0 0,172 34,5 
Ciproconazol 96,5 98,0 83,3 0,711 92,6 
Clorpirifos 83,2 71,7 84,3 0,468 79,7 
Cumafós 90,1 83,4 88,3 0,668 87,3 
Diclofluanid 113,3 84,9 94,4 0,993 97,5 
Dimetoato 89,1 75,0 84,8 0,088 83,0 
Fenamifos 100,7 82,0 69,6 0,913 84,1 
Fenitrotion 89,1 90,5 85,2 0,640 88,3 
Fention 98,0 91,0 85,1 0,584 91,4 
Fentoato 104,5 89,5 85,8 0,745 93,3 
Iprodion 91,2 75,7 73,5 0,197 80,1 
Isofenfos 94,6 82,1 77,2 0,233 84,6 
Malation 94,2 94,3 94,1 0,685 94,2 
Metalaxil 90,3 93,6 84,5 0,017 84,5-93,6 
Metamidofos 53,8 42,9 46,8 0,364 47,8 
Monocrotofos 52,5 42,5 44,9 0,409 46,6 
m-paration 88,4 72,8 82,3 0,071 81,1 
Pirazofos 104,2 89,7 83,2 0,197 92,4 
Pirimetanil 108,1 90,4 87,8 0,551 95,5 
Profenofos 80,0 81,2 92,5 0,025 81,2-92,5 
Tebuconazol 103,4 87,9 82,1 0,513 91,1 
Tiabendazol 90,0 84,4 84,2 0,195 86,2 
Triadimefon 102,1 93,3 85,2 0,755 93,5 
* La prueba de Levene tiene como hipótesis nula :  
     Ho: Las varianzas para cada uno de los niveles de concentración son iguales estadísticamente (α=0.05)  
Tabla 20. Porcentajes de recuperación obtenidos para diferentes niveles de concentración. Detección 
NPD. 
De acuerdo a la guia de validación de métodos analíticos de la unión europea [13], 
se establece que los porcentajes de recuperación son adecuados si se presentan 
a valores entre el 70% y el 120%. De esta manera, se puede concluir que para 
todos los compuestos que se presentan en la Tabla 20 y Tabla 21, a excepción de 
acefato, metamidofos y monocrotofos, los cuales presentaron porcentajes de 
recuperación de 34,5%, 47,8% y 46,6%, inferiores al valor mínimo de aceptación. 
Finalmente es de resaltar, que la metodología propuesta además de presentar 
buenos porcentajes de recuperación, respecto a lo reportados en la literatura [17, 
20], es funcional para el análisis de plaguicidas organoclorados, organofosforados, 
organonitrogenados y en general, compuestos con propiedades fisicoquímicas 
diferentes. 
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De esta forma, se puede concluir que la metodología propuesta es exacta para la 
determinación de la mayoría de los plaguicidas en el rango de concentración 
evaluado, a excepción de acefato, metamidofos y monocrotofos. 
Compuesto 
 
Porcentaje de recuperación 
Probabilidad* 
prueba de Levene 








α-HCH 80,8 72,2 88,1 0,296 80,4 
Alaclor 78,0 80,2 129,6 0,568 95,9 
Azoxistrobin 88,5 83,5 79,5 0,055 83,8 
β ciflutrina 108,0 115,6 92,1 0,546 105,2 
β-HCH 94,7 113,1 85,4 0,055 97,7 
Captan 110,5 109,8 99,2 0,783 106,5 
Cihalotrina 116,2 114,8 99,8 0,317 110,3 
Cimoxanil 81,4 70,4 108,4 0,507 86,8 
Cipermetrina 89,1 82,6 87,2 0,056 86,3 
Ciproconazol 110,3 95,3 87,7 0,668 97,8 
Clorpirifos 88,6 86,3 93,3 0,828 89,4 
Cumafos 92,1 88,9 90,7 0,775 90,6 
Deltametrina 100,1 114,2 106,6 0,639 107,0 
Diclofluanid 105,0 101,3 94,8 0,372 100,4 
Dieldrin 85,4 113,3 128,1 0,225 109,0 
Difenoconazol 82,6 99,6 87,8 0,070 90,0 
Dimetomorf 1 108,8 108,1 88,8 0,324 101,9 
Dimetomorf 2 93,1 97,4 84,0 0,350 91,5 
Endosulfan α 120,9 87,8 83,0 0,216 97,2 
Endosulfan β 86,6 75,6 92,6 0,814 84,9 
Epoxiconazol 115,1 130,6 106,5 0,913 117,4 
Fenitrotion 85,1 88,9 93,7 0,065 89,2 
Folpet 73,4 88,1 73,1 <0,001 73,1-88,1 
Flumetrina 1 110,3 111,1 ** 0,498 110,7 
Flumetrina 2 108,7 77,8 ** 0,051 93,2 
γ- HCH 116,6 108,6 99,1 0,060 108,1 
HCB 119,6 81,3 89,1 0,030 81,3-119,6 
Hexaconazol 86,4 74,3 79,6 0,188 80,1 
Iprodion 112,6 113,3 107,8 0,422 111,3 
Isofenfos 113,6 114,6 98,1 0,193 108,8 
Oxadicyl 121,0 88,3 100,1 0,567 103,1 
4´4´- DDE 95,5 111,4 91,3 0,454 99,4 
4´,4´-DDD 84,1 86,1 98,8 0,356 89,7 
4´,4´-DDT 92,1 87,8 99,7 0,003 87,8-92,1 
Permetrina 118,2 114,8 99,9 0,335 111,0 
Pirazofos 120,8 109,3 94,6 0,264 108,2 
Propargite 83,8 77,0 69,0 0,183 76,6 
Propiconazol 121,1 136,0 102,6 0,363 119,9 
τ-fluvalinato 105,9 114,0 93,4 0,586 104,4 
Tetradifon 114,1 111,0 88,4 0,380 104,5 
Triadimefon 66,6 133,0 102,6 0,505 100,7 
* La prueba de Levene tiene como hipótesis nula :  
     Ho: Las varianzas para cada uno de los niveles de concentración son iguales estadísticamente (α=0.05)  
** Para este compuesto se tuvieron problemas en la determinación a este nivel de concentración. 
Tabla 21. Porcentajes de recuperación obtenidos para diferentes niveles de concentración. Detección 
µECD. 
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5.4.2. Precisión de la metodología. 
Este parámetro hace referencia al grado de concordancia entre los resultados 
obtenidos; la falta de dicha concordancia puede deberse a  errores aleatorios que 
se pueden presentar y se determina por medio de la desviación estandar, varianza 
o coeficiente de variación. La precisión se evalúa a través de la repetibilidad  y de 
la precisión intermedia. En el presente trabajo, la precisión de la metodología se 
evalúo como repetibilidad (periodos cortos de tiempo) y precisión intermedia 
(realizada en 5 días diferentes). 
Para la evaluación de la precisión como repetibilidad se tomaron porciones 
analíticas de 1 g de miel blanco y se fortificaron a tres diferentes niveles de 
concentración (puntos 1, 3 y 5) de la curva de calibración, posteriormente se 
sometieron al proceso de extracción en las condiciones ya seleccionadas y se 
inyectaron en un periodo corto de tiempo bajo las mismas condiciones.  
Una vez realizados estos experimentos se procedió a determinar el coeficiente de 
variación, los cuales se presentan en la Figura 25 (para los plaguicidas detectados 
por NPD) y Figura 26 (para los plaguicidas detectados por µECD). De acuerdo a 
las guías de validación de métodos analíticos de la unión europea [13], se 
encuentra que para todos los plaguicidas detectados por NPD, se presentan 
coeficientes de variación inferiores al 20%, lo cual implica que el grado de 
concordancia entre los resultados obtenidos un mismo día es el adecuado. 
Por su parte, se encuentra que para los compuestos detectados por µECD se 
presentan resultados similares, pues para la mayoría de los compuestos se tienen 
valores inferiores al 20%. Cabe resaltar que los plaguicidas restantes, que no se 
presentaron en esta gráfica, presentaron coeficientes de variación inferiores al 
20% (Ver anexo 3).  
El coeficiente de variación del ensayo de repetibilidad para el endosulfan α, donde 
se obtuvo un valor superior al 20% establecido, es posible ampliar el valor máximo 
aceptado de coeficiente de variación a 32% en métodos multiresiduo cuando se 
trabaja a concentraciones inferiores o iguales a 0,01 mg kg-1 [1, 13], rango en el 
cual está la concentración del nivel 1 (0,01 mg kg-1) de la curva para este 
compuesto.   
En el caso del clorpirifos se encuentra que al nivel 1 y 3 de la curva de calibración 
la precisión es adecuada cuando es detectado mediante NPD (ver Figura 25), por 
lo cual se puede concluir para este compuesto en particular, que la metodología es 
precisa si se cuantifica por el detector NPD.  
Al comparar los valores de coeficiente de variación entre los niveles de fortificación 
trabajados, se encuentra que para varios casos como profenofos (NPD), 
tiabendazol (NPD), endosulfan α (µECD), folpet (µECD) y hexaconazol (µECD) se 
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presenta un descenso de estos valores al aumentar la concentración, este hecho 
se atribuye a que en general al aumentar la concentración, las pérdidas que 
puedan ocurrir a lo largo del proceso analítico son menos significativas y por lo 
tanto se presenta una menor variación.  
El caso contrario se encontró para compuestos como  4,4’-DDD, 4,4’-DDT, 
dimetomorf, cymoxanil, malatión y metilparation, pues se observa que a medida 
que aumenta la concentración el coeficiente de variación aumenta, hecho que 
contradice lo planteado con anterioridad. Este comportamiento se atribuye a la 
variación que se generó a lo largo de estos experimentos en la respuesta 
cromatográfica, pues a lo largo del desarrollo de este trabajo se observó que las 
inyecciones consecutivas de las muestras de miel ocasionaban un deterioro en el 
sistema cromatográfico, hecho reportado por otros autores [17]. Este 
comportamiento puede presentarse en dos puntos críticos del instrumento, el 
primero corresponde a la columna cromatográfica, pues en repetidas veces se 
hizo necesario  acondicionar la columna e inclusive cortar secciones de la parte 
inicial de esta, con el fin de mantener el sistema en las mejores condiciones.  El 
segundo punto corresponde a la detección mediante µECD, pues se presentaban 
constantes variaciones en su línea base, debido a la gran sensibilidad de este 
detector, hecho que afectaba el proceso de integración.  
Finalmente, en conocimiento de estas posibles fuentes de error, se decidió 
inyectar cada uno de los recuperados en orden de concentración, es decir se 
inyectaron las muestras que presentaban las concentraciones más bajas al inicio 
de los experimentos y las concentraciones más altas al final de estas. De esta 
manera, para el nivel más alto (Nivel 5) se presentaron las mayores variaciones, 
hecho que se observa en la Figura 25 y Figura 26, y se resalta en la Figura 26, 
donde se realizó la detección mediante µECD. 
Como conclusión, se encontró que mediante la metodología multiresiduo 
propuesta, todos los compuestos analizados presentan una precisión como 
repetibilidad adecuada, pues cumplieron con los estándares internacionales. 
Con respecto a la precisión intermedia de la metodología, esta se determinó en 5 
días diferentes que se distribuyeron a lo largo de un mes, y al igual que para 
repetibilidad, se realizaron determinaciones de muestras fortificadas a tres 
diferentes niveles de concentración (Niveles 1, 3 y 5 de la curva de calibración). La 
Tabla 22 presenta algunos de los coeficientes de variación obtenidos en estos 
ensayos, los resultados completos se presentan en el anexo 4. 
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Los resultados de la Tabla 22, muestran que varios compuestos presentan 
coeficientes de variación para el ensayo de reproducibilidad superiores al 20%, sin 
embargo, por ser una metodología analítica multiresiduo y por trabajar a 
concentraciones menores a 0,1 mg kg-1 para la mayoria de plaguicidas, el valor 
maximo aceptable para el coeficiente de variación en los ensayos de 
reproducibilidad puede aumentar al 32% [1, 13]. 
Compuesto 
Coeficiente de variación 
N1 N3 N5 
acefato NPD 14,6 28,8 8,4 
α-HCH μECD 10,5 7,4 8,0 
alaclor  μECD 23,3 37,1 17,4 
azoxistrobina μECD 10,6 19,5 14,2 
beta ciflutrina μECD 7,7 15,2 9,3 
β-HCH μECD 18,8 21,2 18,0 
cimoxanil μECD 14,5 17,0 4,4 
ciproconazol NPD 22,7 7,2 7,5 
ciproconazol μECD 23,3 18,8 7,3 
clorpirifos NPD 7,1 11,3 1,0 
clorpirifos μECD 25,9 24,6 26,2 
cúmafos μECD 12,2 18,3 9,2 
diazinon NPD 3,6 2,3 3,7 
diclofluanid NPD 22,0 15,2 6,1 
diclofluanid μECD 11,1 8,9 13,2 
dieldrin μECD 7,7 12,2 3,1 
difenoconazol μECD 6,1 21,0 11,4 
dimetoato NPD 19,5 18,1 4,6 
dimetomorf I NPD 11,6 6,2 9,7 
dimetomorf I μECD 15,3 16,4 13,4 
dimetomorf II NPD 14,3 8,6 35,1 
dimetomorf II μECD 11,1 15,1 4,1 
flumetrina II μECD 11,0 7,3 5,6 
folpet μECD 21,6 19,9 19,9 
γ-HCH μECD 17,4 13,5 13,3 
HCB μECD 13,2 16,1 17,2 
malation NPD 4,9 8,5 4,7 
metalaxil NPD 13,8 12,8 2,2 
metamidofos NPD 18,9 23,9 3,3 
monocrotofos NPD 9,1 17,4 5,7 
m-paration NPD 5,8 9,2 3,2 
oxadicyl μECD 35,1 24,1 9,6 
4, 4´-DDE μECD 8,5 17,5 8,0 
4, 4´-DDD μECD 13,5 15,0 19,7 
4, 4´-DDT μECD 17,4 13,8 7,2 
permetrina μECD 10,9 17,4 5,5 
pirazofos NPD 5,6 1,8 4,4 
pirazofos μECD 5,9 15,4 24,5 
pirimetanil NPD 4,7 8,5 4,9 
τ-fluvalinato μECD 6,4 17,6 12,8 
triadimefon NPD 15,0 18,2 4,3 
triadimefon μECD 25,5 27,3 21,3 
Tabla 22. Coeficientes de variación obtenidos en la evaluación de la precisión intermedia. n=5  
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Uno de los factores que contribuyeron en la obtención de estos valores de 
coeficientes de variación superiores al 20%, que es el normalmente aceptado 
durante los ensayos de reproducibilidad, se atribuye en gran medida, al deterioro 
que sufrió el sistema cromatográfico a lo largo del desarrollo del presente trabajo. 
De esta manera, factores como desgaste y contaminación de la columna, deterioro 
continuo del inyector entre secuencias de inyección, entre otros, aumentan la 
dispersión de las medidas en función del tiempo, por lo cual, se obtienen 
coeficientes de variación altos [17]. 
Al igual que para los ensayos de repetibilidad, como conclusión, se encontró que 
mediante la metodología multiresiduo propuesta, todos los compuestos presentan 
una precisión como repetibilidad adecuada, pues cumplieron con los estándares 
internacionales. 
5.5. Limites de detección y de cuantificación 
El límite de detección (LD) se define como mínima cantidad del analito que puede 
ser detectada o diferenciada del ruido de una matriz analítica. Para establecer el 
LD, es importante considerar todas las posibles interferencias provenientes de la 
matriz. De igual forma, el límite de cuantificación (LC) se define como la menor 
cantidad del analito que puede ser cuantificada con precisón y exactitud conocidas 
[21]. 
La metodología para la determinación de los límites de detección y cuantificación 
que se empleó en este trabajo se encuentra basada en la aproximación propuesta 
por la EPA (Environmental Protective Agency U. S.), la cual considera hacer la 
estimación de los valores de LD y LC con el valor promedio del ruido de cinco 
réplicas de blanco de matriz, junto con la corroboración experimental posterior 
[21]. 
La determinación de los valores para el LD de la metodología analítica establecida 
en miel de abejas se realizó de la siguiente manera: cinco replicas del blanco de 
matriz fueron preparados con la metodología análitica descrita en la Figura 16 e 
inyectadas junto con el nivel 1 de la curva de calibración, esto con el fin de 
establecer la relación entre la altura de la señal cromatografica a este nivel de 
concetración para cada plaguicida y tres veces el promedio del ruido (Pico a pico) 
obtenido para los blancos al tiempo de retención de cada plaguicida (Ecuación 2). 
Ecuación 2.   
Donde, C corresponde a la concentración del nivel 1 en mg kg-1 y h corresponde a 
la altura de la señal obtenida para esta concentración. De esta manera, se obtuvo 
el valor de concentración correspondiente al LD. Para verificar que estes valor de 
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concentración pudiese diferenciarse del ruido del blanco de matriz, se fortificó un 
blanco de matriz y se observó la respuesta en el sistema cromatográfico. 
El límite de cuantificación se establecío de forma similar al limite de detección, con 
la diferencia que el promedio del ruido del blanco de matriz es multiplicado por 10 
(Ecuación 3) 
Ecuación 3.   
Donde, C corresponde a la concentración del nivel 1 en mg Kg-1 y h corresponde a 
la altura de la señal obtenida para esta concentración. 
Al multiplicar la concentración obtenida para el limite de cuantificación instrumental 
(LCI) por un factor de corrección que considera el porcentaje de recuperación del 
nivel 1 para cada plaguicida, es posible obtener el LC de la metodología (Ecuación 
4). Teniendo como referencia la concentración calculada, se fortificaron cinco 
muestras de miel, las cuales fueron sometidas al proceso de extracción de la 
metodología; determinando para estas el porcentaje de recuperación y el 
coeficiente de variación. De esta manera se garantiza que la concentración 
establecida como LC es exacta y precisa. 
Ecuación 4.  
Los valores de LD, al igual que el LC con sus porcentajes de recuperación y sus 
respectivos coeficientes de variación se muestran en la Tabla 23 y Tabla 24. 
En la Tabla 23 y en la Tabla 24 se puede observar que los LD obtenidos para la 
mayoria de los plaguicidas estan en un rango de 0,0004 mg kg−1 a 0,050 mg kg−1, 
excepto para los plaguicidas cimoxanil, ciproconazol, oxadicil y propargite. 
Todos los valores obtenidos de LC presentan porcentajes de recuperación entre el 
70% y el 120% y coeficientes de variación inferiores al 20%, lo que indica que 
estas concentraciones pueden ser determinadas con exactitud y precisión (Tabla 
23 y Tabla 24).  
En la Figura 27 se muestra el número de plaguicidas en función del LC. En esta 
figura se observa que la mayoría de los plaguicidas están en un rango de LC entre 
0,001 mg kg−1 a 0,2 mg kg−1. Los plaguicidas que están sobre este rango de 
concentración corresponden al cimoxanil, ciproconazol, oxadicil y propargite. 
Como se mencionó en el capítulo I, la unión europea ha establecido LMR para 
algunos plaguicidas de uso apícola y de uso agrícola. Este valor de LMR 
determina la cantidad máxima en mg que puede haber de un contaminante 
específico, en un kg de producto para consumo humano. Generalmente, una 
metodología que sea aplicable para determinar la concentración de dicho 
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contaminante, debe tener un LC igual o inferior al LMR, ya que esto asegura que 
se pueda cuantificar al nivel del LMR.  
El limite de cuantificación de los plaguicidas de uso apícola flumetrina y τ-
fluvalinato, y de los plaguicidas de uso agrícola azoxistrobina,  α-HCH, y 
endosulfan β es de 0,012 mg kg-1, 0,013 mg kg-1, 0,014 mg kg-1, 0,012 mg kg-1 y 
0,012 mg kg-1, respectivamente, valores que se encuentran bastante cerca del 
LMR establecido de 0,01 mg kg-1 para estos compuestos. De igual forma, el LC 
obtenido para el difenoconazol que es 0,052 mg kg-1 es bastante cercano al LMR 
establecido de 0,05 mg kg-1, por lo cual, con la metodología multiresiduo 
desarrollada es posible analizar plaguicidas en miel que presenten 
concentraciones de estos compuestos muy cerca al LMR [22]. 
Mientras que el LC obtenido para el plaguicidas de uso apícola cumafós, y para 
los plaguicidas de uso agrícola 4,4’-DDT, 4,4’-DDD, 4,4’-DDE, γ- HCH y HCB (Ver 
Tabla 23 y Tabla 24), permiten cuantificar concentraciones para estos plaguicidas 
inferiores al LMR establecidos en 0,1 mg kg-1 (Cumafós), 0,05 mg kg-1 (DDT 
expresado como 4,4’-DDT y sus metabolitos) y 0,01 mg kg-1 (γ- HCH y HCB). 
Los demas plaguicidas analizados con la metodología multiresiduo no posee un 
valor propio de LMR, por lo cual aplica para estos compuestos el valor establecido 
por defecto de 0,01 mg kg-1. Así que, el LC obtenido para los plaguicidas, 
cihalotrina, dieldrin y tetradifon por μECD, y clorpirifos, dimetoato, fenitrotion, 
fention, fentoato, malation, metil paration y profenofos por NPD (Ver Tabla 23 y 
Tabla 24), permite realizar el análisis de residuos de plaguicidas con el fin de 
evaluar sí presentan residuos de plaguicidas a concentraciones superiores al 
LMR.  
 




































Valores de LC (mg/Kg)
Detector uECD Detector NPD
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α-HCH 0,005 0,012 80,8 6,0 Fenitrotion 0,007 0,013 85,1 7,8 
Alaclor 0,015 0,030 78 10,3 Folpet 0,025 0,087 73,4 16,2 
Azoxistrobin 0,004 0,014 88,5 6,3 Flumetrina 1 0,007 0,022 110,3 9,1 
β-cif lutrina 0,005 0,016 108 6,5 Flumetrina 2 0,005 0,012 108,7 5,1 
β-HCH 0,037 0,100 94,7 5,7 γ- HCH 0,002 0,003 116,6 1,8 
Captan 0,005 0,016 110,5 13,5 HCB 0,003 0,006 119,6 10,9 
Cihalotrina 0,003 0,009 116,2 6,8 Hexaconazol 0,010 0,023 86,4 20,0 
Cimoxanil 0,094 0,312 81,4 13,8 Iprodion 0,013 0,026 112,6 4,5 
Cipermetrina 0,014 0,051 89,1 5,7 Isofenfos 0,016 0,047 113,6 4,6 
Ciproconazol 0,125 0,248 110,3 8,5 Oxadicyl 0,130 0,251 121 8,2 
Clorpirifos 0,010 0,025 90,2 18,5 4´4´- DDE 0,003 0,012 95,5 3,7 
Cumafós 0,014 0,052 92,1 2,5 4´,4´-DDD 0,002 0,005 84,1 5,7 
Deltametrina 0,008 0,028 100,1 12,0 4´,4´-DDT 0,003 0,012 92,1 6,7 
Diclofluanid 0,007 0,021 105 4,8 Permetrina 0,030 0,060 118,2 1,3 
Dieldrin 0,002 0,006 85,4 7,9 Pirazofos 0,031 0,084 120,8 1,7 
Difenoconazol 0,020 0,051 82,6 8,8 Propargite 0,792 2,467 83,8 4,1 
Dimetomorf 1 0,044 0,135 108,8 1,5 Propiconazol 0,015 0,030 121,1 3,5 
Dimetomorf 2 0,050 0,167 93,1 4,3 τ-f luvalinato 0,004 0,013 105,9 10,3 
Endosulfan α 0,007 0,012 118,7 18,3 Tetradifon 0,003 0,008 114,1 5,1 
Endosulfan β 0,007 0,012 86,6 9,4 Triadimefon 0,013 0,026 66,6 7,4 
Epoxiconazol 0,008 0,016 115,1 17,6 
     













Acefato  0,005 0,040 52,1 6,9 Malation  0,001 0,004 94,2 4,8 
Ciproconazol  0,125 0,250 96,5 5,6 Metalaxil  0,140 0,286 90,3 12,2 
Clorpirifos  0,001 0,005 83,2 6,4 Metamidofos  0,008 0,050 53,8 6,9 
Cumafós  0,003 0,010 90,1 2,9 Monocrotofos  0,034 0,200 52,5 4,8 
Diclofluanid  0,037 0,110 113,3 8,7 Metil paration  0,002 0,008 88,4 4,4 
Dimetoato  0,003 0,010 89,1 7,9 Pirazofos  0,005 0,017 104,2 5,3 
Fenamifos  0,006 0,020 100,7 5,8 Pirimetanil  0,101 0,226 108,1 11,9 
Fenitrotion  0,001 0,005 89,1 6,1 Profenofos  0,001 0,005 80,0 16,0 
Fention  0,0004 0,001 98,0 5,0 Tebuconazol  0,051 0,163 103,4 4,4 
Fentoato  0,001 0,005 104,5 10,1 Tiabendazol  0,370 0,730 90,0 19,1 
Iprodion  0,003 0,012 91,2 1,3 Triadimefon  0,033 0,108 102,1 12,7 
Isofenfos  0,004 0,016 94,6 6,3 
               Tabla 24. Límites de detección y cuantificación de la metodología analítica. Detector NPD. n=5  
5.6. Robustez. 
La robustez se refiere a la capacidad del método para aceptar pequeñas 
variaciones, permaneciendo inalterado, sin modificar el grado de confiabilidad. 
Según esto, la evaluación de la robustez de un método analítico requiere 
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identificar las condiciones del método que son susceptibles a cambiar durante los 
análisis de rutina; estableciendo las diferentes interacciones que se presentan 
entre dichas condiciones. 
Para la evaluación de este parámetro de validación, es comun emplear diseños 
experimentales factoriales, los cuales permiten que los valores de todos los 
factores varien simultaneamente, como es el caso del diseño de Youden–Steiner. 
Así que, el ensayo de robustez se realizó con este diseño experimental, 
empleando 7 variables en 7+1 ensayos. Los puntos críticos seleccionados que 
pueden llegar a representar las principales fuentes de variación en el proceso de 
extracción durante los análisis de rutina son:  
Concentración del Buffer: la concentración del buffer permite ajustar y mantener 
estable el pH del medio durante el proceso de extracción, reduciendo la 
degradación de algunos plaguicidas suceptibles a descomposición por reacciones 
de hidrolisis ácida. Así mismo, la concentración del buffer influye en la eficiencia 
del paso de partición líquido-líquido que promueve el paso de los plaguicidas de la 
miel hacia el solvente de extracción [10]. 
Tiempo de extracción: los plaguicidas pueden presentar diversos tipos de 
interacciones con moleculas presentes en la miel (tales como: azucares, 
compuestos fenolicos, minerales, entre otros) a traves de enlaces iónicos, puentes 
hidrógeno, fuerzas de Van der Waals y enlaces covalentes. Así que, dependiendo 
de la fuerza de estas interacciones, se requerirá un tiempo de extracción capaz de 
romper dichas interacciones, permitiendo el paso de los plaguicidas hacia el 
solvente.  
Desactivación de la silica: al momento de realizar el paso de limpieza de los 
plaguicidas a través de la fase adsorbente, se pueden presentar diferentes 
mecanismos de separación, ya sea por adsorción, que requiere que los analitos 
penetren en la fase estacionaria  y compitan por los sitios activos, o reparto en el 
cual los plaguicidas son separados mediante la diferencia de solubilidad entre la 
fase estacionaria (que presenta una superficie líquida) y la fase movil. De esta 
forma, el porcentaje de agua que se adiciona a la silica modificará el mecanismo 
que prevalezca en el proceso de limpieza de los plaguicidas en la metodología. 
Volumen de elución: el volumen de elución en el paso de limpieza debe permitir 
la máxima recuperación de los plaguicidas que estan interactuando con la fase 
estacionaria, sin arrastrar grandes cantidades de matriz, la cual puede llegar a 
interferir con el análisis cromatográfico.  
Velocidad de elución: la velocidad de elución permite controlar la penetración y 
el nivel de interacciones que pueden tener los plaguicidas con la fase estacionaria, 
donde se busca un equilibrio entre el porcentaje de recuperación de los analitos y 
la cantidad de matriz que eluya junto a estos. 
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Temperatura del inyector: la temperatura del inyector determina el estado de 
vaporización de los plaguicidas antes de ingresar a la columna, sin embargo, 
temperaturas muy altas en el inyector pueden propiciar la perdida de los 
compuestos termolabiles. Por tanto, modificar este párametro permitira ver sí 
existe algun tipo de cambio en la respuesta cromatografica de los plaguicidas, los 
cuales presentan propiedades fisicoquímicas diferentes. 
Pulso de presión en la inyección: el tipo de inyección que se empleó en el 
método cromatográfico es splitless pulsado, en este tipo de inyección se aplica un 
pulso de presión con el cual se puede controlar el tiempo de residencia de los 
plaguicidas en el inyector, así que, valores bajos para el pulso de presión 
aumentan el tiempo de residencia de los compuestos en el inyector aumentando la 
posible degradación de los mismos. De esta forma, la modificación de este 
párametro permitira evaluar sí este párametro puede llegar a modificar la robustez 
de la metodología analítica. 
En la Tabla 25 se muestran las modificaciones propuestas en los valores de las 
variables experimentales y en la Tabla 26 se muestra la matriz de Youden–Steiner 
empleada para la evaluación de la robustez. 
Variable experimental Valor de referencia Valor alternativo 
Concentración Buffer extracción A= 0,17 g mL
-1 
a= 0,50 g mL
-1
 
Tiempo de extracción B= 15,6 min b= 20 min 
Desactivación de la silica C= 15% c= 10% 
Volúmen de elución D= 13,9 mL d= 10 mL 
Velocidad de elución E= 1 mL min
-1
 e= 3 mL min
-1
 
Temperatura del inyector F= 256 °C f= 270 °C 
Pulso de presión G= 35 psi g= 50 psi 
Tabla 25. Variables seleccionadas en el estudio de robustez de la metodología. 
Se puede observar que para cada variable experimental se determinó el efecto 
que puede presentar el cambio del valor de referencia y el alternativo (Ver Tabla 
25). Dicho efecto se calcula como la media de los resultados obtenidos en los 
experimentos en los que se ha utilizado (Tabla 26), de esta manera el efecto de 
cambiar el valor “A” por “a” se calcula mediante la Ecuación 5: 
Ecuación 5        
Este efecto se calculó con la  respuesta cromatográfica  de los plaguicidas en 
cada experimento. Las mayores diferencias encontradas indican mayor influencia 
del factor en la precisión del método, esto se define estadísticamente comparando 
el valor del efecto contra la expresión s√2, donde s es la desviación estándar 
obtenida en los ensayos de repetibilidad de la metodología, todas las diferencias 
mayores a este valor se consideran significativas. En la Tabla 27 y Tabla 28 se 
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muestran los resultados para algunos de los compuestos del presente estudio. El 




1 2 3 4 5 6 7 8 
A A A A a a a a 
0,17 g mL
-1
 0,17 g mL
-1
 0,17 g mL
-1
 0,17 g mL
-1
 0,50 g mL
-1
 0,50 g mL
-1
 0,50 g mL
-1
 0,50 g mL
-1
 
B B b b B B b b 
15,6 min 15,6 min 20 min 20 min 15,6 min 15,6 min 20 min 20 min 
C c C c C c C c 
15% 20% 15% 20% 15% 20% 15% 20% 
D D d d d d D D 
13,9 mL 13,9 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 13,9 mL 13,9 mL 
E e E e e E e E 
1 mL min
-1
 3 mL min
-1
 1 mL min
-1
 3 mL min
-1
 3 mL min
-1
 1 mL min
-1
 3 mL min
-1
 1 mL min
-1
 
F f f F F f f F 
256 °C 270 °C 270 °C 256 °C 256 °C 270 °C 270 °C 256 °C 
G g g G g G G g 
35 psi 50 psi 50 psi 35 psi 50 psi 35 psi 35 psi 50 psi 
Respuesta 
s t u v w x y z 

















β-cif lutrina N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
β-HCH N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Cihalotrina N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Cipermetrina N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Ciproconazol N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Clorpirifos N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Cumafós N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
ϒ- HCH N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
HCB N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
4, 4´- DDE N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
4,4'-DDD N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
4,4-DDT N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
τ-Fluvalinato N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
N. R.: No es robusto, R: Robusto 
Tabla 27. Resultados del ensayo de robustez para la metodología de extracción. Detector μECD 
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Acefato  R N. R. R N. R. R R R 
Ciproconazol  R R R R R R R 
Clorpirifos  R R R R R R R 
Cumafós  N. R. N. R. R R R R R 
Diazinon N. R. R R R R R R 
Diclofluanid  R R R R R R R 
Isofenfos  N. R. R R R R R R 
Metil paration  R R N. R. R R R R 
Pirazofos  N. R. N. R. N. R. R R R R 
Pirimetanil  N. R. N. R. R R R R R 
Profenofos  R R R R R R R 
Tebuconazol  R R R R R R R 
Tiabendazol  R R R R R R R 
Triadimefon  N. R. N. R. R R R R R 
N. R.: No es robusto, R: Robusto 
Tabla 28. Resultados del ensayo de robustez para la metodología de extracción. Detector NPD. 
Se puede apreciar que las modificaciones experimentales correspondientes a 
cambio de la concentración del buffer de extracción, tiempo de extracción, 
desactivación de la silica y volumen de elución propuestas en el ensayo de 
robustez, tienen influencia en todos los plaguicidas analizados por el detector 
μECD (Ver Tabla 27) y algunos plaguicidas analizados por el detector NPD (Ver 
Tabla 28). Estos resultados concuerdan con lo obtenido previamente en los 
ensayos de optimización por metodo simplex, los cuales mostraron que pequeñas 
modificaciones en las variables experimentales durante el proceso de extracción y 
limpieza generaban cambios drasticos en los cromatogramas, principalmente por 
el detector μECD debido a que este presenta gran sensibilidad a los componentes 
presentes en la matriz de miel y una selectividad menor a los plaguicidas que el 
detector NPD. Con respecto al análisis instrumental, se encontró que la 
metodología es robusta para los párametros velocidad de elución, temperatura de 
inyección y pulso de presión (Ver Tabla 27 y Tabla 28). 
Por tal razón, para la metodología multiresiduo propuesta para analizar plaguicidas 
en miel de abejas por cromatografía de gases es importante controlar de forma 
minusiosa las concentraciones de los reactivos, los tiempos de ejecución y todos 




Capítulo II 102 
   
REFERENCIAS 
1. Fajgelj, A. and Á. Ambrus, Principles and Practices of Method Validation 
2000, Cambridge: Royal Society of Chemistry. 179-203. 
2. Rissato, S.R., et al., Multiresidue determination of pesticides in honey 
samples by gas chromatography-mass spectrometry and application in 
environmental contamination. Food Chemistry, 2007. 101(4): p. 1719-1726. 
3. Rial-Otero, R., et al., Chromatographic-based methods for pesticide 
determination in honey: An overview. Talanta, 2007. 71(2): p. 503-514. 
4. Ahumada, D. and J.A. Guerrero, Optimización del inyector de temperatura 
programada en el análisis de residuos de plaguicidas mediante el método 
simplex. Revista Colombiana de Química, 2010. 39(2): p. 221-236. 
5. Walters, F.H., et al., Sequential simplex optimization. first ed. 1991 Florida: 
CRC Press LLC. 
6. Pirard, C., et al., Development and validation of a multi-residue method for 
pesticide determination in honey using on-column liquid-liquid extraction and 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of 
Chromatography A, 2007. 1152(1-2): p. 116-123. 
7. Chen, Y., et al., Sample preparation. Journal of Chromatography A, 2008. 
1184(1-2): p. 191-219. 
8. Nielsen, S.S., Food Analysis. 2003, Kluwer Academic, Third Edition: New 
York. p. 317-337. 
9. Rodríguez, L.D., M.A. Díaz, and D.J. Guerrero, Metodología para analizar 
residuos de plaguicidas en miel usando cromatografía de gases. XXIX 
CONGRESO LATINOAMERICANO DE QUIMICA CLAQ, 2010. 
10. Anastassiades, M. and S.J. Lehotay, Fast and Easy Multiresidue Method 
Employing Acetonitrile Extraction/Partitioning and “Dispersive Solid-Phase 
Extraction” for the Determination of Pesticide Residues in Produce. Journal 
Of AOAC International, 2003. 86(2): p. 412-431. 
11. Rezic, I., et al., Determination of pesticides in honey by ultrasonic solvent 
extraction and thin-layer chromatography. Ultrasonics Sonochemistry, 2005. 
12(6): p. 477-481. 
12. Ahmed, F.E., Analyses of pesticides and their metabolites in foods and 
drinks. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2001. 20(11): p. 649-661. 
13. Method Validation and Quality Control Procedures for Pesticide Residue 
Analysis in Food and Feed, Document No. SANCO/10684/. 2009. 
14. D. R. Erney, A.M.G., D. M. Gilvydis, C. F. Poole, Explanation of the matrix-
induced chromatographic response enhancement of organophosphorus 
pesticides during open tubular column gas chromatography with splitless or 
hot on-column injection and flame photometric detection. Journal of 
Chromatography A, 1993. 638(1): p. 57-63. 
15. Hajslová, J. and J. Zrostlíková, Matrix effects in (ultra)trace analysis of 
pesticide residues in food and biotic matrices. Journal of Chromatography A, 
2003. 1000(1-2): p. 181-197. 
103 Evaluación de la presencia de residuos de plaguicidas en miel de abejas provenientes 




16. Ahumada, D., Reducción del efecto matriz en el análisis de residuos de 
plaguicidas mediante cromatografía de gases, in Departamento de Química. 
2010, Universidad Nacional de Colombia: Bogotá D. C. p. 193. 
17. Walorczyk, S. and B. Gnusowski, Development and validation of a multi-
residue method for the determination of pesticides in honeybees using 
acetonitrile-based extraction and gas chromatography-tandem quadrupole 
mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 2009. 1216(37): p. 6522-
6531. 
18. Poole, C.F., Matrix-induced response enhancement in pesticide residue 
analysis by gas chromatography. Journal of Chromatography A, 2007. 
1158(1-2): p. 241-250. 
19. Ahumada, D. and D.J. Guerrero, ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ EN EL 
ANÁLISIS DE PLAGUICIDAS POR CROMATOGRAFÍA DE GASES. Vitae 
2010. 17(1): p. 51-58. 
20. Mukherjee, I., Determination of Pesticide Residues in Honey Samples. 
Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, 2009. 83(6): p. 
818-821. 
21. Mojica, A.P., Determinación de residuos de plaguicidas en aguas y suelos 
de la región del lago de Tota- Municipio de Aquitania, in Departamento de 
Química. 2010, Universidad Nacional de Colombia: Bogotá. p. 35-90. 
22. Unión Europea, Reglamento (CE) No 396/2005 del parlamento europeo y 
del consejo de 23 de febrero de 2005 relativo a los límites máximos de 
residuos de plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal y animal y 
que modifica la Directiva 91/414/CEE del Consejo y posteriores 
modificaciones. 2005. 
 
Capítulo III 104 
   
CAPITULO III. EVALUACIÓN DE 
RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN 
MUESTRAS DE MIEL COLOMBIANA
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La información sobre la producción y comercialización de miel en Colombia no es 
exacta, las estimaciones señalan que aproximadamente el 92% de la miel que se 
produce en el país se distribuye en el mercado interno y que el restante 8% es 
absorbido por la industria alimenticia, cosmetológica y farmacéutica. La 
cuantificación de la demanda de miel de abejas en el país la realizó la Corporación 
Colombia Internacional, derivada de la Encuesta de Ingresos y Gastos realizada 
por el DANE a los hogares urbanos entre los años 1994 y 1995 [1]. Los resultados 
de la encuesta mostraron un bajo consumo per cápita de miel de abejas de 0,076 
kg/persona/año, si se compara con algunos países europeos cuyo consumo se 
encuentra entre los 0,8 a los 2 kg/persona/año. Este valor de consumo es el único 
dato reportado para la población colombiana, por lo cual no se puede estimar una 
tasa de crecimiento. Si se asume que el consumo en los hogares se ha mantenido 
constante durante los últimos años, con una población que alcanzó los 41,3 
millones de habitantes, se deduce que el consumo de miel de abejas en este año 
alcanzó un monto cercano a las 3.150 toneladas métricas [1]. El bajo consumo de 
miel en el país se debe principalmente a que existen endulzantes de menores 
precios en el mercado, tales como el azúcar y la panela, en los que el país se 
destaca por su alta productividad. 
Esta es la razón principal por la cual, la apicultura en Colombia se ha conservado 
en un bajo nivel tecnológico [2]. No obstante, este panorama está cambiando 
desde que se estableció la Cadena de las Abejas y la Apicultura en el año 2006, la 
cual facilita la comunicación y el apoyo entre el gobierno, las asociaciones de 
apicultores y la academia del país [3]. Esta situación ha derivado en un 
crecimiento apícola, pues en Colombia durante el año 2005 se contaba con 
alrededor de 2100 apicultores, los cuales manejaban alrededor de 40.000 
colmenas, mientras que para el año 2008 el número de colmenas instaladas en el 
país superó las 150.000 unidades, cifra que es muy baja, si te tiene en cuenta que 
la capacidad apícola del país se estima en más de 1 millón de colmenas [4, 5]. De 
igual manera, los apicultores del país han aprendido a manejar la abeja 
africanizada, están superando el ataque de la enfermedad varroasis (parasitosis 
externa y contagiosa, que afecta tanto a la cría como a las abejas adultas) y se 
han capacitado en nuevas técnicas de manejo de los apiarios [3].  
Adicionalmente, las asociaciones de apicultores del país en colaboración con el 
Instituto de ciencia y Tecnología de Alimentos (ICTA), están llevando a cabo 
múltiples esfuerzos enfocados en caracterizar y denominar las mieles que se 
producen en las diferentes regiones apícolas, con el fin de aumentar la calidad y el 
valor agregado de las mismas. Con esto se busca lograr participar de forma activa 
en el mercado internacional de mieles diferenciadas, las cuales poseen valores 
que superan en un 2000% los valores de miel no diferenciada, por  ejemplo la miel 
de la Alcarria, Ibores y Villuerca, diferenciadas por el origen geográfico; miel de 
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Acacia de Hungría y de Francia, diferenciadas por el origen botánico; miel de 
Manuka de Nueva Zelanda y de Australia, diferenciadas por sus propiedades 
terapéuticas y miel cubana, diferenciada por el método de producción orgánico. 
Sin embargo, los requisitos para la comercialización internacional de miel suelen 
ser exigentes con respecto al cumplimiento de los límites máximos de residuos 
establecidos (LMRs), tal como se mostró en el capítulo I. Por tanto, los apicultores 
y comercializadores de miel interesados en exportar o darles la denominación 
orgánica a sus productos deben pagar a laboratorios internacionales para realizar 
un análisis de los niveles de concentración de residuos de plaguicidas, debido a 
que ningún laboratorio nacional presta actualmente este servicio.  
De igual forma, Colombia actualmente no cuenta con valores de  LMR 
establecidos para plaguicidas en miel, debido a que el país acoge los valores 
establecidos por el Codex Alimentarius, el cual no contiene valores para este 
producto; además, tampoco existe ninguna entidad que evalué o inspeccioné la 
concentración de plaguicidas de las mieles que se distribuyen en el interior del 
país, ya sean de producción nacional o de procedencia internacional, tal como se 
establece en la Norma Técnica Colombiana NTC 1273 de 2007, Miel de abejas. 
Por tal razón, en este último capítulo se presentan los resultados de la evaluación 
de residuos de plaguicidas en mieles procedentes de los departamentos de 
Boyacá, Cundinamarca, Santander y Magdalena. Adicionalmente se presenta la 
información recolectada acerca de las prácticas apícolas que se realizan en zonas 
de muestreo, y las características fisicoquímicas de estas muestras de miel. 
2. ZONAS DE MUESTREO 
Las zonas de muestreo corresponden a los departamentos de Boyacá, 
Cundinamarca, Santander y Magdalena (Ver Figura 28), los cuales representan 
cerca del 50% de los núcleos de producción melífera del país y el 35% de la 
población de apicultores identificados por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo 
Rural.  
2.1. Departamento de Boyacá 
Con base en los recorridos de observación de las zonas de producción, los 
apiarios de la región de Boyacá están ubicados en los municipios de Chiquinquirá, 
San Mateo, Viracachá, Paipa y Turmequé. La altura oscila entre 2400 y 3200 
metros sobre el nivel del mar (msnm), donde las temperaturas están en un rango 
de 6 °C a 18 ºC, con precipitaciones anuales entre 500 mm y 2000 mm.  
107 Evaluación de la presencia de residuos de plaguicidas en miel de abejas provenientes 





Figura 28. Ubicación de las zonas de muestreo.  
La vegetación varía desde bosque seco en las partes más bajas hasta bosque  
húmedo en las zonas más altas.  
En las áreas donde se ubican los núcleos de producción de miel, predominan las 
zonas dedicadas a la ganadería y a los cultivos de papa, mora, fresa, café, maíz, 
fríjol, flores, entre otros. Los pequeños parches de vegetación nativa que aún 
persisten, están conformados principalmente por bosques de roble, matorrales de 
encenillos, y praderas paramunas hacia las partes más altas, junto con 
asociaciones de cactáceas y plantas espinosas hacia las partes más bajas.  
Los productores de este departamento tienen una experiencia en apicultura en 
promedio de 24 años y esta actividad presenta su principal ingreso, principalmente 
por la producción de polen y en menor cantidad por la producción de miel y 
propóleo. La comercialización de los productos de la colmena es realizada de 
forma independiente por cada apicultor y en su mayoría ofrecen los productos a 
granel. La asociación que representa la región de Boyacá se llama ASOAPIBOY.  
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2.2. Departamento de Cundinamarca 
Los apiarios de la región de Cundinamarca están agrupados principalmente en el 
municipio de Fusagasugá y alrededores. Muchos de ellos se encuentran cercanos 
a la cabecera municipal, entre 1500 msnm y 2500 msnm, donde la temperatura 
oscila entre 15 °C y 18º C y las precipitaciones anuales entre 1000 mm y 2000 
mm.  
En las áreas donde se ubican los apiarios predominan potreros de kikuyo y 
gramas nativas, cultivos de café, mora, fresa y algunas hortalizas, de igual, 
manera se observan pequeños rastrojos y algunos árboles y arbustos esparcidos 
en los pastizales. Los cultivos maderables de pinos y ciprés también son muy 
frecuentes.  
Los productores de esta zona no poseen tantos años de experiencia como los 
apicultores de Boyacá, sin embargo, se dedican principalmente a la producción de 
miel y comercializan sus productos de forma independiente. La asociación que 
representa la región de Cundinamarca se llama ASOAPIS. 
2.3. Departamento de Magdalena 
Los apiarios de la región del Magdalena están concentrados principalmente en el 
municipio de Ciénaga, cubriendo la parte sur occidental de la Sierra nevada de 
Santa Marta.  
La altura oscila entre 1500 msnm y 2000 msnm, con temperaturas entre  18 °C y 
24º C y precipitaciones entre 1000 mm y 2000 mm. El área corresponde a la zona 
de vida bosque húmedo montano bajo, la mayor parte del terreno lo cubren 
cultivos de café, caracolí, guamo, plátano, entre otros. Todavía se encuentran 
parches grandes de vegetación nativa, aunque también observamos una actividad 
acelerada de deforestación, causada por incendios que se generan para el 
establecimiento de cultivos y pastos de ganadería. Esta región se caracteriza por 
ser principalmente productora de miel. 
Los productores de este departamento son los más jóvenes de los estudiados, con 
un promedio de experiencia en apicultura de 4 años, dedicados únicamente a la 
producción de miel, la cual, comercializan a través de la asociación APISIERRA, 
principalmente a almacenes de cadena. 
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2.4. Departamento de Santander 
En la región de Santander la mayoría de los apicultores se concentran hacia la 
zona comprendida entre los municipios de Socorro y Oiba. Existen algunos 
apiarios más alejados de esta zona que están ubicados entre los municipios de 
Bucaramanga y Málaga, quienes manejan principalmente apiarios de abejas sin 
aguijón.  
Esta zona es cálida y seca, se encuentra dentro de un rango de altura entre 500 
msnm y 1500 msnm, con temperaturas entre 18 y 24º C y precipitaciones anuales 
entre 500 mm y 1000 mm. La vegetación corresponde a las zonas de vida bosque 
muy seco tropical y bosque seco pre-montano, donde abundan las cactáceas 
asociadas a árboles y a arbustos espinosos, piñuelas y quiches. Parte de los 
terrenos están ocupados por pastos para ganadería y cultivos, entre los cuales se 
pueden anotar café, arroz, millo, pastos de corte, algodón, frutales, hortalizas, 
yuca y plátano.  
Los productores de esta región poseen una experiencia en apicultura en promedio 
de 12 años y se dedican principalmente a la producción de miel, comercializando 
sus productos de forma individual. La asociación que representa la región de 
Santander se llama ASOAPICOM. 
3. CARACTERIZACIÓN DE LAS PRÁCTICAS APÍCOLAS 
Para complementar la información adquirida durante los recorridos de 
observación, se entrevistaron 20 apicultores de la región de Boyacá, 30 de la 
región de Cundinamarca, 30 de la región de Magdalena y 30 de la región de 
Santander, haciendo uso de la encuesta que se muestra en el anexo 6.  
Como se puede observar en el anexo 6, la encuesta buscó identificar algunas 
características de los apiarios ubicados en los departamentos de Boyacá, 
Cundinamarca, Magdalena y Santander, como son la especie de abeja que están 
utilizando, el tipo de control químico veterinario realizado para el tratamiento y 
prevención de infecciones y las condiciones medioambientales que rodean a las 
colmenas. Con el fin de evitar pérdidas de información, los apicultores que 
poseían más de un apiario diligenciaron una encuesta individual por cada uno de 
estos. De la Figura 29 a la Figura 37 se resume respectivamente la información 
obtenida en las preguntas 1.2, 2.1, 2.2, 3.1 a 3.6, 4 y 5 del anexo 6 tal como se 
muestra a continuación: 
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Pregunta 1.2. ¿Qué especie de abeja maneja? 
 
Figura 29. Distribución de especies de abejas empleadas por los apicultores de las regiones en 
estudio. 
En la Figura 29 se puede observar que la mayoría de los apicultores de estas 4 
regiones están manejando abeja apis mellifera. De igual forma se puede observar 
que en el departamento de Santander hay un mayor número de apiarios que 
manejan especies de abejas nativas, en comparación con los demás 
departamentos.  
Pregunta 2.1. ¿Sus colmenas se han infectado con alguna enfermedad apícola? 
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En la Figura 30 se puede observar que el 49% de los apiarios de las cuatro 
regiones tuvieron o tienen problemas con enfermedades apícolas, siendo los 
departamentos de Boyacá y Cundinamarca los más afectados. En las encuestas 
se identificó que la enfermedad de mayor incidencia es la varroasis, que es una 
parasitosis externa y contagiosa causada por el ácaro Varroa jacobsoni destructor 
que afecta tanto a las crías como a las abejas adultas. Otras enfermedades 
reportadas en las colmenas de las regiones en estudio son la Loque americana 
que es una enfermedad bacteriana altamente contagiosa causada por el 
Paenibacillus larvae y la Loque europea causada por un complejo número de 
bacterias entre las que destaca el Melissococcus pluton, las cuales afectan 
principalmente a las crías de las abejas [6, 7].  
Pregunta 2.2. ¿Utiliza algún producto químico para controlar o prevenir 
enfermedades apícolas? 
 
Figura 31. Porcentaje de apiarios que usan acaricidas para el control de enfermedades. 
En la Figura 31 se puede observar que en promedio, el 11% de los apiarios de las 
cuatro regiones son tratados con acaricidas. Estos acaricidas corresponden a 
flumetrina, principio activo registrado en Colombia para el uso apícola bajo el 
nombre comercial Bayvarol® (Registro ICA 4359) y τ-fluvalinato, principio activo 
que no se encuentra registrado ante el ICA para uso apícola, pero que los 
apicultores adquieren en el mercado por su capacidad para controlar el acaro 
Varroa Jacobsoni destructor [8]. Se puede apreciar que Cundinamarca es el 
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Pregunta 3.1 ¿Hay cultivos agrícolas cerca de sus colmenas?   
 
Figura 32. Porcentaje de apiarios ubicados cerca de cultivos agrícolas (Distancias <1 km). 
En la Figura 32 se observa que la mayoría de apiarios están ubicados cerca de 
cultivos agrícolas, debido a que en estas tierras se provee alimento a las abejas y 
seguridad a las colmenas. Los productos sembrados cerca a las colmenas 
corresponden principalmente a los ya mencionados en el numeral 2. 
Pregunta 3.2 ¿En estos cultivos se aplican plaguicidas (Venenos, insecticidas, 
herbicidas, fungicidas, etc.)? 
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En la Figura 33 se puede observar que un alto porcentaje de los apiarios de las 
regiones en estudio se encuentran cerca de cultivos fumigados con plaguicidas, 
aunque Boyacá y Cundinamarca son los departamentos que presentan el mayor 
número de colmenas expuestas a la presencia de estos compuestos debido a la 
gran actividad agrícola existente en estas regiones apícolas. En la Tabla 29 se 
reportan los plaguicidas que fueron identificados por los apicultores de las cuatro 
regiones y los cultivos agrícolas para los cuales están registrados ante el ICA. 
 
Departamento Plaguicidas Cultivos 
 
Incluidos en la metodología analítica 
B, C Acefato Tomate. 
B, C, M, S λ-Cihalotrina 
Algodón, arroz, clavel, frijol, maíz, papa, pasto, 
pompón, rosa y tomate. 
B, C, S Cipermetrina Arroz, frijol, papa. 
B, C, M, S Clorpirifos Arroz, café, papa, plátano y otras frutas. 
B, C Cumafós  - 
B, C, M, S Deltametrina Algodón, arroz, maíz, papa, pastos pompón y soya. 
B Dimetomorf Arroz, cebolla, clavel, papa, rosa y tomate. 
B, C, S Fenitrotion Café  
B, C, S Metalaxil Arroz, cebolla, clavel, papa y rosa. 
B, C Metil paration - 
B, C, M, S Profenofos Algodón, clavel y papa. 
 
Otros 
B, C, M, S 
2,4-D, aldicarb, aldrin, atrazina,  
carbofuran, glifosato, mancozeb,  
oxicloruro de cobre, propamocarb  
hidrocloruro, thiametoxan. 
Algodón, arroz, arveja, banano, cacao, café, caña 
de azúcar, cebolla junca, clavel, fresa, frijol, 
guanábano, maíz, mango, papa, potreros, sorgo, 
tomate, yuca. 
B: Boyacá, C: Cundinamarca, M: Magdalena, S: Santander. 
Tabla 29. Plaguicidas aplicados en las regiones de estudio y los cultivos para los cuales poseen 
registró ante el ICA.  
 
A pesar que el 83% de los apicultores entrevistados desconocen el nombre 
comercial o el nombre del principio activo de los plaguicidas que se aplican cerca 
a sus colmenas, se logró identificar un número considerable de estos compuestos 
usados en las regiones en estudio, tal como se muestra en la Tabla 29. Es 
importante resaltar que los plaguicidas reportados por los apicultores 
corresponden en su mayoría, a los principios activos recomendados para la 
aplicación en los cultivos que fueron previamente identificados durante los 
recorridos de observación.  
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Pregunta 3.3 ¿Con que frecuencia se aplican estos plaguicidas? 
 
Figura 34. Porcentaje de apiarios con frecuencia de aplicación de plaguicidas quincenal y mensual. 
En la Figura 34 se puede observar que el 30% de los apicultores de las cuatro 
regiones en estudio desconocen la frecuencia de aplicación de plaguicidas, 
mientras que el restante afirma que las fumigaciones son realizadas una o dos 
veces al mes, durante el periodo de siembra. 
Pregunta 3.4 ¿La cosecha de miel coincide con la aplicación de los plaguicidas? 
 
Figura 35. Porcentaje de apiarios donde coincide la cosecha de miel con la aplicación de plaguicidas 
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En la Figura 35 se puede observar que la mayoría de los apicultores realizan la 
cosecha de miel en periodos de tiempo en los cuales no se ha realizado 
fumigaciones en los cultivos cercanos a las colmenas. El departamento del 
Magdalena mostró el porcentaje más alto de apiarios en los que la cosecha de 
miel coincide con la aplicación de plaguicidas, lo cual incrementa el riesgo de 
contaminación de este alimento. 
Es importante anotar que durante los viajes de reconocimiento y durante las 
entrevistas con los apicultores, se logró identificar que muchos de los apicultores 
de las regiones en estudio suelen realizar dos o tres cosechas de miel al año, 
principalmente en los meses de febrero, octubre y noviembre.  
Pregunta 3.5 ¿Las abejas visitan estos cultivos? 
 
Figura 36. Porcentaje de apiarios que están cerca de cultivos fumigados con plaguicidas que suelen 
ser visitados por las abejas. 
En la Figura 36 se puede ver que la mayoría de los apicultores afirman que las 
abejas no suelen visitar los cultivos que son fumigados constantemente con 
plaguicidas, sin embargo, en los departamentos de Boyacá, Cundinamarca y 
Santander algunos apicultores concuerdan que tiempo después de realizadas las 
fumigaciones, las abejas suelen frecuentar estas tierras en busca de alimento, 



































Si No Sin respuesta
Capítulo III 116 
   
 
Pregunta 3.6 ¿Observa abejas muertas cerca de los cultivos fumigados?   
 
Figura 37. Porcentaje de apiarios que presentan perdida de abejas en tierras fumigadas con 
plaguicidas. 
En la Figura 37 se muestra que el porcentaje de apiarios que presenta perdidas de 
abejas por envenenamiento con plaguicidas se encuentra entre el 11% y el 15%, 
lo cual puede llegar a ser una señal de alarma para los apicultores si se tiene 
presente el porcentaje de abejas que frecuentan los cultivos fumigados en busca 
de alimento, tal como se observa en la Figura 36. 
Pregunta 4. ¿Señor apicultor, cree usted que los plaguicidas son peligrosos para 
las actividades apícolas? 
El 96% de los apicultores entrevistados respondieron que los plaguicidas pueden 
llegar a ser peligrosos para las actividades apícolas debido a que piensan que son 
venenosos para las abejas (53%), perjudican la calidad de los productos de la 
colmena (33%), contaminan el medio ambiente (3%) y por qué pueden llegar a ser 
tóxicos para la salud humana (7%).  
Pregunta 5. ¿Señor apicultor, cree usted que la miel se contamina con los 
plaguicidas aplicados en los cultivos? 
El 99% de los apicultores entrevistados respondió que sí creen que sea posible 
que la miel pueda llegar a contaminarse con los plaguicidas que se aplican en los 
cultivos cercanos a las colmenas, sin embargo, muchos de ellos no saben la 
manera en la que pueden llegar a remediar esta situación, pues desconocen los 
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Con los datos recopilados de las encuestas realizadas a los apicultores de los 
departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander, se puede 
concluir que:   
La abeja que predomina en las regiones en estudio corresponde a la especie apis 
mellifera (Ver Figura 29). Esta especie de abeja le permite a los apicultores del 
país obtener  mayores cantidades de miel debido a su gran capacidad de vuelo y 
de carga, en comparación con las abejas nativas [9]. Sumado a esto, la abeja apis 
mellifera presenta mayor resistencia al ataque de algunas infecciones apícolas, al 
igual que al envenenamiento por contacto con algunos plaguicidas [10].  
A pesar que el 50% de los apiarios de las regiones en estudio han tenido 
problemas con enfermedades apícolas, la producción de miel de estos 
departamentos sigue incrementándose, gracias a que ha mejorado la 
comunicación entre las asociaciones de apicultores y la academia [11]. Esta 
situación ha permitido que los productores de miel se capaciten continuamente en 
la implementación de técnicas modernas para el manejo de apiarios y el control de 
las enfermedades que suelen ser comunes en las prácticas apícolas del mundo 
[12-14].   
Debido a que un 11% de los apicultores entrevistados están usando los acaricidas 
flumetrina y τ-Fluvalinato para el control de varroa, es indispensable realizar un 
seguimiento de estos compuestos en la miel producida en estas regiones, esto 
con la finalidad de identificar la existencia de problemas de contaminación, tal 
como se ha reportado en algunos países [15-18].  
De igual manera, el uso de plaguicidas en los cultivos cercanos a las colmenas 
instaladas en las regiones estudiadas (Ver Tabla 29), hace que sea necesario 
realizar controles para verificar la concentración de estos compuestos en la miel 
cosechada, tal como se mostró en el capítulo I.  
Finalmente, para lograr diagnosticar eficientemente el nivel de riesgo existente 
para la integridad de las abejas y para la inocuidad de la miel producida en estas 
regiones, se debe poder identificar cuáles son los plaguicidas que están 
contaminando las mieles y los niveles de concentración en que están presentes    
[19]. Así mismo, se deben proponer estrategias viables que permitan reducir los 
efectos nocivos que tienen las fumigaciones agrícolas en las prácticas apícolas de 
estas cuatro regiones (Ver Figura 37) [20]. 
4. SELECCIÓN DE MUESTRAS 
Para la realización de la presente investigación se disponían de aproximadamente 
700 muestras de miel de abejas, cosechadas durante el año 2010 por los 
apicultores de los departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y 
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Santander, afiliados respectivamente a las asociaciones de apicultores 
ASOAPIBOY, ASOAPIS, APISIERRA y ASOAPICOM, en el marco de realización 
del proyecto “Selección de Indicadores Fisicoquímicos Mediante Aplicación de 
Nariz Electrónica para la Catalogación de Productos Apícolas” a cargo del ICTA. 
Estas muestras de miel se mantuvieron almacenadas a -20 °C y fueron 
caracterizadas teniendo presente el orden de ingreso. 
La selección de las muestras de miel para análisis de residuos de plaguicidas 
provenientes de cada uno de los departamentos se realizó teniendo presente la 
distribución global de muestras que conformaban el proyecto mencionado, tal 
como se observa en la Figura 11 
 
Figura 38. Distribución de muestras por departamento (n=700). 
Finalmente, el número total de muestras de miel que se tomaron para realizar la 
evaluación de residuos corresponde a 61, seleccionadas al azar entre las 700 
disponibles (Ver Tabla 30), siendo estas representativas para cada departamento, 
incluyendo mieles producidas por abejas de la especie Apis mellifera y abejas 
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BA1 Apis mellifera San Mateo Ramón Galv is 
BA2 Apis mellifera San Mateo Ramón Galv is 
BA3 Apis mellifera Viracachá Baudilio Suarez 
BA4 Apis mellifera Viracachá Baudilio Suarez 
BA5 Apis mellifera Viracachá Baudilio Suarez 
BA6 Apis mellifera Viracachá Baudilio Suarez 
BN1 Nanotrigona sp. San Mateo Ramón Galv is 












CA1 Apis mellifera Bogotá José Ignacio Alf onso 
CA2 Apis mellifera Tibacuy  Jorge Cortez 
CA3 Apis mellifera Silv ania Pedro Aristizabal 
CA4 Apis mellifera Fusagasugá Álv aro Pachón 
CA5 Apis mellifera Fusagasugá Bertha Martínez 
CA6 Apis mellifera Fusagasugá Pedro Aristizabal 
CA7 Apis mellifera Fusagasugá Pedro Aristizabal 
CA8 Apis mellifera Fusagasugá Federman García 
CN1 Melipona eburnea Fusagasugá Berta Martínez 










MA1 Apis mellifera Ciénaga Rubén Alf onso 
MA2 Apis mellifera Ciénaga Gustav o Cruz 
MA3 Apis mellifera Ciénaga Alexander Mariño 
MA4 Apis mellifera Ciénaga Reinaldo Bedoy a 
MA5 Apis mellifera Ciénaga Tomas Varela 
MA6 Apis mellifera Ciénaga Dav id Moy a 
MA7 Apis mellifera Ciénaga Nader Laguna 
MA8 Apis mellifera Ciénaga Walter Guev ara. 
MA9 Apis mellifera Ciénaga Jinson Arboleda 
MA10 Apis mellifera Fundación Rogelio Beltrán 
MA11 Apis mellifera Fundación Ricardo Hernández 
MA12 Apis mellifera Fundación Rubiel Alf onso 
MA13 Apis mellifera Fundación Ricardo Hernández 
MA14 Apis mellifera Santa Marta Edwin Traslav iña 
MA15 Apis mellifera Santa Marta Edwin Traslav iña 
MN1 Tetragonisca angustula Ciénaga Huberney  Tapasco 
MN2 Tetragonisca angustula Ciénaga Huberney  Tapasco 
MN3 Tetragonisca angustula Ciénaga Alexander Mariño 
MN4 Mellipona favosa Ciénaga Eric Santamaría 
MN5 Mellipona favosa Ciénaga Eric Santamaría 
MN6 Mellipona favosa Ciénaga Eric Santamaría 
MN7 Tetragonisca angustula Ciénaga Edison Hernández 
MN8 Tetragonisca angustula Ciénaga Freddy  Blanco 









SA1 Apis mellifera Bucaramanga Luis Ernesto Pineda 
SA2 Apis mellifera Málaga Orlando Galv is 
SA3 Apis mellifera Molagav ita Raúl Correa 
SA4 Apis mellifera Oiba Nay du Mejía 
SA5 Apis mellifera Oiba Nay du Mejía 
SA6 Apis mellifera Oiba Nay du Mejía 
SA7 Apis mellifera Oiba Nay du Mejía 
SA8 Apis mellifera Oiba Nay du Mejía 
SA9 Apis mellifera Oiba Nay du Mejía 
SA10 Apis mellifera Oiba Naidu Mejía 
SA11 Apis Melifera Santa Barbará Gabriel Sandov al 
SA12 Apis mellifera Santa Barbará Gabriel Sandov al 
SA13 Apis mellifera Socorro María Zoila Acev edo 
SN1 Tetragonisca oscura Concepción Jairo Mora Flórez 
SN2 Tetragonisca oscura Concepción Jairo Mora Flórez 
SN3 Scaptotrigona spp. Charalá Jacobo Porras 
SN4 Plebeya Charalá Jacobo Porras 
SN5 Tetragonisca spp. Charalá Jacobo Porras 
SN6 Paratrigona spp. Charalá Jacobo Porras 
Tabla 30. Muestras de miel seleccionadas para análisis de residuos de plaguicidas. 
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El código de las muestras de miel que se muestra en la Tabla 30, inicia con una 
letra que representa el departamento de procedencia (B: Boyacá, C: 
Cundinamarca, M: Magdalena y S: Santander), seguido de otra letra que 
representa la especie de abeja que la produjo (A: apis mellifera y N: abeja nativa) 
y finalmente, un numero consecutivo ascendente, asignando de tal forma que 
permitiera agrupar las muestras por el municipio de origen.   
El porcentaje de muestras de miel de cada departamento que conforman el 
proyecto global se muestra en la Figura 38, donde se representa el nivel de 
producción de miel de cada una de estas regiones apícolas, siendo Magdalena y 
Santander regiones con un alto nivel de producción de miel de abejas, mientras 
que Boyacá y Cundinamarca se destacan por la producción de polen, tal como se 
mencionó en el numeral 2. 
4.1. Características fisicoquímicas de las muestras de miel. 
La caracterización fisicoquímica de la miel de abejas es utilizada como 
herramienta de clasificación de origen botánico, y como marcadores para la 
detección de adulteraciones (Adiciones de azucares invertidos o de jarabe de 
maíz) o alteraciones anormales en las propiedades fisicoquímicas como 
fermentaciones, siendo así, determinantes en el establecimiento de la calidad del 
producto.  
Según la Norma Técnica Colombiana NTC 1273, los valores de los parámetros 
fisicoquímicos en las mieles para consumo humano provenientes de la especie de 
abeja apis mellifera deben estar dentro de los rangos de valores mostrados en la 
Tabla 31 [21].  
Para las muestras de miel producidas por las aproximadamente 120 especies de 
abejas nativas colombianas, que tienen en común la ausencia de aguijón 
(Meliponinos), la Norma Técnica Colombiana NTC 1273 no especifica requisitos 
fisicoquímicos de aceptación, sino rangos de valores generales, los cuales se 
muestra en la Tabla 32. Las características fisicoquímicas de estas mieles son 
dependientes de la especie nativa que las produce y son completamente 
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Requisitos Valor Mínimo Valor Máximo  
Contenido aparente de Azúcar reductor calculado como 
azúcar invertido, % Fracción de masa 
60,0 (miel floral) 
- 
45,0 (miel de mielada) 
Contenido de humedad, % fracción de masa - 20,0 
Contenido aparente de Sacarosa,  % fracción de masa - 5,0 




0,5 Miel prensada 
0,1 Miel diferente a la 
prensada 
Contenido de sustancias minerales (cenizas),  % 
fracción de masa 
- 0,6 
Acidez libre, meq ácido/1000g - 50,0 
Actividad Diastasa 3,0 - 
Contenido Hidroximetilfurfural, mg/Kg - 60,0 
Tabla 31. Requisitos fisicoquímicos de la miel de abejas producida por apis mellifera. 
 
Características Fisicoquímicas Valores 
Humedad,  % Fracción de masa 19,9 - 41,9 
pH 3,15 - 4,46 
Acidez Libre, meq/kg 5,9 - 109,0 
Cenizas, g/100g 0,01 - 1,18 
Actividad Diastasa, DN 0,9 - 23 
Conductividad Eléctrica, mS/cm 0,49 - 8,77 
Hidroximetilfurfural, mg/kg 0,4 - 78,4 
Actividad Invertasa, IU 19,8 - 90,1 
Nitrógeno, mg/100g 14,34 - 144 
Azúcares reductores, g/100 g 58,0 - 75,7 
Sacarosa, g/100g 1,1 - 4,8 
Tabla 32. Rangos de valores para ciertos parámetros fisicoquímicos en mieles 
provenientes de especies de abeja sin aguijón. 
Con el fin verificar la calidad de las muestras de miel suministradas por los 
apicultores de los diferentes departamentos, se evaluaron los parámetros 
fisicoquímicos descritos en el anexo 7, tanto para las mieles de abejas nativas, 
como para miel producida por Apis mellifera. La Tabla 33 y Tabla 34 muestran las 
propiedades fisicoquímicas de cada miel respectivamente.  
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BN1 25,7 5,57 11,96 22,83 
BN2 28,5 3,84 22,96 32,76 
CUNDINAMARCA 
CN1 26,9 2,75 34,38 35,97 
CN2 29,5 3,23 32,7 32,43 
MAGDALENA 
MN1 25,8 3,52 24,49 28,88 
MN2 29,3 4,25 36,75 44,21 
MN3 33,8 3,88 14,68 16,9 
MN4 26,1 2,94 39,41 35,86 
MN5 30,6 1,81 21,87 24,96 
MN6 30,2 5,48 22,57 17,96 
MN7 22,9 4,16 42,37 41,78 
MN8 27,0 0,00 27,75 26,45 
MN9 24,0 7,06 50,87 41,64 
SANTANDER 
SN1 25,0 14,16 18,85 27,99 
SN2 24,3 10,10 25,03 31,55 
SN3 28,6 1,47 21,25 19,33 
SN4 24,0 0,44 33,72 32,99 
SN5 23,9 0,34 32,05 33,09 
SN6 24,8 5,62 29,76 31,90 
Tabla 33. Propiedades fisicoquímicas de las muestras de miel nativas seleccionadas. 
  
Debido a que la cantidad de muestra de miel nativa era limitada (Cantidades 
inferiores a 30 g), no fue posible realizar todos los análisis de caracterización 
fisicoquímica propuestos, por tal razón, la Tabla 33 solo contiene los valores de 
fracción en masa de humedad, sacarosa, glucosa y fructosa para las muestras de 
miel producida por abejas nativas en los diferentes departamentos. En esta tabla 
es posible observar que todas las muestras se encuentran dentro de los rangos de 
fracción en masa de humedad, sacarosa, glucosa y fructosa, expuestos en la 
Norma Técnica Colombiana NTC 1273 para mieles nativas (Ver Tabla 32), a 
excepción de las muestras BN1, MN6, MN9, SN1, SN2 y SN6, las cuales 
contienen fracciones de sacarosa superiores al 4,8%, sin embargo, no indica que 
estas muestras presenten problemas de calidad o de autenticidad.  
En la Tabla 34 se muestran los valores de las propiedades fisicoquímicas de las 
mieles seleccionadas de los departamentos de Boyacá, Cundinamarca, 
Magdalena y Santander producidas por apis mellifera, de las que se puede decir 
que: 
 Los valores de pH encontrados para estas muestras están en el rango de 
3,47 a 4,93, lo cual concuerda con los rangos mostrados en literatura para 
mieles no adulteradas, las cuales suelen ser particularmente acidas [23].  
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 La ácidez libre de las mayoría de las muestras de miel están en un rango 
de 25,43 a 45,50 meq ácido kg-1, lo que indica que se encuentran dentro del 
rango de aceptación de la Norma Técnica Colombiana NTC 1273, la cual 
indica que este parámetro no debe superar un valor de 50 meq ácido kg -1, 
exceptuando la muestra MA12, la cual presentó un valor de 51,25 meq 
ácido kg-1. 
 La humedad (% fracción en masa) de la mayoría de las muestras de miel se 
encontró en un rango de 14,77% a 20,00%, sin superar el valor máximo de 
20% exigido en la NTC 1273, a excepción de las muestras MA8, MA13 y 
SA6 con valores respectivos de 22,61, 21,43 y 20,20.  
 El contenido de cenizas (% fracción en masa) de estas muestras de miel 
está en un rango de 0,100% a 0,709%, encontrándose que las muestras 
BA2 y SA3 superan el valor máximo de 0,6% establecido en la NTC 1273. 
 El contenido de azúcares reductores (% fracción en masa), entendido como 
la combinación del contenido de glucosa y fructosa, en ninguna muestra 
presento valores inferiores al 60,0%, que es la cantidad mínima exigida en 
la NTC 1273.  
 Se encuentra que la mayoría de las muestras superan el valor máximo de 
5% de fracción en masa de sacarosa, exigido por la NTC 1273  
 El contenido de actividad diastasa en las muestras de miel se encontró en 
un rango de 4,0 N.D. a 29,7 N.D. (N.D. Unidades en número de diastasa), 
por lo que todas las mieles cumplen con lo establecido en la NTC 1273, que 
exige un valor mínimo de 3,0 N.D. 
 El contenido de Hidroximetilfurfural (HMF) en las muestras de miel en su 
mayoría no superaron el valor máximo establecido en la NTC 1273, que es 
de 60,0 mg kg-1. 
 Se encuentra que la rotación específica para la mayoría de las muestras de 
miel presenta valores negativos, indicando que desvían la luz polarizada 
hacia la izquierda, tal como se espera de este tipo de matrices cuando no 
han sido falsificadas. La única muestra de miel que presenta un valor 
positivo de rotación especifica es la SA3, sin embargo, esta muestra 
corresponde a una mielada, las cuales pueden presentan este tipo de 
comportamiento [23]. 
 El contenido de sólidos insolubles en las muestras de miel se encontró en 
un rango de 0,01% a 0,11%, valores que no superan el valor máximo 
establecido en la NTC 1273, que es de 0,5%. 
 La conductividad eléctrica para las mieles se encontró dentro del rango 
esperado para este tipo de matrices, tal como se mostró en el numeral 
4.2.1, sin superar el valor máximo establecido en la NTC 1273 de 0,8 
mS/cm. 
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BA1 4,47 42,52 0,55 15,1 0,601 ND 15,1 24,1 25,9 1,21 -6,70 0,04 1111,3 
BA2 4,63 40,76 1,44 15,2 0,637 3,3 35,7 36,8 27,3 ND -8,89 0,07 1189,7 
BA3 3,49 32,49 0,70 17,6 0,117 4,3 39,0 35,7 13,2 4,08 -7,79 0,02 428,3 
BA4 3,48 31,31 1,12 18,8 0,100 2,2 29,6 27,7 17,0 3,71 -8,19 0,10 442,3 
BA5 3,46 33,09 0,67 18,8 0,109 3,5 22,8 35,8 12,6 4,76 -9,67 0,06 429,3 













CA1 4,26 28,72 ND 15,9 0,277 5,7 32,1 42,8 21,4 0,35 -12,20 ND 1331,7 
CA2 4,05 32,26 ND 16,8 0,175 6,2 32,6 37,7 11,8 2,56 -10,10 0,04 240,7 
CA3 4,29 25,44 ND 18,4 0,258 4,5 39,0 40,0 18,9 4,78 -9,70 0,01 374,7 
CA4 4,34 34,89 0,44 16,6 0,335 7,0 31,8 42,2 22,7 2,60 -1,50 0,03 1399,7 
CA5 4,1 31,59 ND 17,9 0,185 7,3 35,0 40,5 16,8 ND -7,60 0,01 878,0 
CA6 4,23 31,08 ND 16,4 0,287 6,4 32,8 40,7 15,2 3,46 -9,37 0,02 341,7 
CA7 3,69 37,25 ND 19,9 0,108 5,2 33,3 39,3 6,2 22,95 -15,10 0,03 153,1 











MA1 4,28 34,89 ND 17,0 0,242 5,8 39,8 42,4 15,3 2,07 -11,1 0,11 418,7 
MA2 4,34 34,57 0,38 18,7 0,347 4,2 40,0 41,7 25,2 3,57 -9,9 0,03 424,0 
MA3 4,03 37,35 0,18 18,0 0,184 6,1 38,3 42,3 14,6 11,93 -10,8 0,01 283,3 
MA4 4,16 39,40 0,50 18,8 2,220 5,4 40,5 43,8 15,4 3,25 -12 0,01 372,1 
MA5 4,16 33,70 ND 18,0 0,278 5,3 37,4 40,0 18,7 2,77 -11,9 0,02 377,3 
MA6 3,95 37,41 ND 18,1 0,219 5,5 45,5 48,1 16,0 5,54 -11,1 0,06 301,7 
MA7 3,96 37,14 ND 18,3 0,175 5,2 39,1 42,0 17,6 5,1 -10,8 ND 294,7 
MA8 3,94 40,40 ND 22,7 0,225 12,5 25,8 35,5 20,0 37,51 -9,43 0,03 607,7 
MA9 3,81 35,41 ND 17,1 0,163 18,9 29,7 36,8 15,2 34,48 -9,3 0,01 447,0 
Continua en la página siguiente 
 
125 Evaluación de la presencia de residuos de plaguicidas en miel de abejas provenientes 















































MA10 4,01 31,28 ND 19,5 0,184 4,9 39,7 42,4 19,5 1,18 -11,6 0,03 307,3 
MA11 4,05 34,30 0,08 18,0 0,269 4,9 42,6 45,7 23,1 1,97 -12,3 0,01 335,0 
MA12 3,89 51,25 ND 18,7 0,206 2,5 25,8 35,5 10,5 1,98 -7,15 0,03 687,3 
MA13 3,74 43,27 ND 21,4 0,200 8,9 29,7 36,8 4,0 124,25 -9,81 0,01 503,3 
MA14 3,79 37,26 ND 17,6 0,103 4,5 42,1 42,5 19,2 4,74 -13,5 0,01 182,5 











SA1 3,92 27,72 ND 17,1 0,105 6,4 34,4 39,7 17,9 3,19 -9,4 0,02 162,3 
SA2 4,23 33,08 ND 19,3 0,212 4,4 31,7 40,7 17,4 ND -11,33 0,06 1040,3 
SA3 4,93 33,84 ND 14,8 0,709 4,5 32,7 39,7 14,5 1,83 18,5 0,01 1135,0 
SA4 3,87 43,02 ND 19,3 0,190 4,2 39,5 41,6 19,3 2,24 -10,9 0,05 284,0 
SA5 3,83 41,10 ND 19,5 0,163 5,3 42,1 46,1 15,5 0,96 -11,5 0,07 258,0 
SA6 3,86 39,65 ND 20,2 0,157 6,0 32,9 33,5 16,4 1,39 -10,2 0,07 248,3 
SA7 3,97 34,27 ND 20,0 0,169 6,2 41,4 44,7 16,5 11,61 -9 0,09 275,0 
SA8 3,89 39,82 ND 19,4 0,175 5,4 39,5 42,7 18,8 4,09 -8,8 0,02 284,3 
SA9 4 34,62 0,22 18,9 0,210 5,4 38,0 41,7 29,1 5,37 -9 0,05 336,0 
SA10 4,01 30,38 ND 16,7 0,181 5,4 38,0 41,7 25,4 2,46 -8,1 0,01 291,0 
SA11 3,68 27,52 0,43 16,2 0,118 5,1 45,4 45,9 27,1 1,54 -13,65 0,03 184,8 
SA12 3,68 28,38 0,56 17,2 0,136 5,0 45,4 45,9 29,7 2,23 -11,54 0,10 176,2 
SA13 3,83 45,50 ND 18,0 0,166 4,8 32,4 38,4 21,2 8,87 -10,31 0,06 306,0 
N.D.: número de diastasa; HMF: Hidroximetilfurfural; ND: No detectable. 
Tabla 34.  Propiedades fisicoquímicas de las muestras de miel de Apis mellifera seleccionadas. n=2. 
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Finalmente, se puede concluir que todas las muestras de miel nativas y de apis 
mellifera seleccionadas para la presente investigación cumplieron con la mayoría 
de requisitos establecidos en la Norma Técnica Colombiana NTC 1273, indicando 
que estas mieles fueron producidas por los apicultores de las cuatro regiones a 
través de buenas prácticas apícolas, sin presentar signos de adulteración de 
ningún tipo. 
5. ANÁLISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS 
5.1. Identificación y cuantificación de los plaguicidas 
El análisis de residuos de plaguicidas se realizó siguiendo la metodología que se 
desarrolló y validó en este estudio (capítulo II). La identificación de los plaguicidas 
presentes en las muestras de miel se realizó a través de la comparación de los 
tiempos de retención de las señales cromatográficas encontradas para los 
posibles plaguicidas en las muestras y la de los estándares de los plaguicidas, 
inyectados conjuntamente.  
La confirmación de los posibles plaguicidas encontrados en las muestras de miel 
se realizó a través del análisis cromatográfico en un equipo Agilent Technologies 
7890A acoplado a un detector selectivo de masas 5975C. El cromatógrafo se 
encontraba equipado con un inyector automático 7673 de Agilent Technologies 
(Palo Alto, CA, EUA), control electrónico de presión, y un inyector de temperatura 
programada (PTV) el cual se encontraba conectado a una columna capilar HP-5 
MS (30 m, 0,25 mm d.i, 0,25 μm). La columna se encontraba conectada a un 
detector selectivo de masas y a un detector μECD de manera paralela, mediante 
un divisor de flujo con control electrónico de presión.  
La cuantificación de los residuos de plaguicidas detectados en las muestras 
analizadas se realizó mediante la extrapolación del área de la señal 
cromatográfica, en la correspondiente curva de calibración, luego de hacer la 
normalización de áreas mediante el empleo de un estándar interno (PCB 52 para 
el detector μECD y sulfotep para el detector NPD). 
5.2. Resultados y discusión  
En la Tabla 35 se muestran los resultados obtenidos para el análisis multiresiduo 
de plaguicidas en las muestras de miel provenientes de los departamentos de 
Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander. 
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MA3 0,020 + 0,004 
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<0,005 
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<0,005 
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MN1 0,038 + 0,007 0,016 + 0,003 0,019 + 0,003    
MN2 <0,005 0,010 + 0,001 <0,006 
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0,021 + 0,003 0,054 + 0,009 0,009 + 0,002 
SN2 
   
<0,005 
  








      
SN6 
 





La concentración de 4,4’-DDT se expresa como la suma de 4,4’-DDT y sus metabolitos 4,4’-DDD y 4,4’-DDE. 
Los valores expresados como <0,005 y <0,006 corresponden al Límite de cuantificación de los respectivos plaguicidas.  
Tabla 35. Concentración de plaguicidas en mg kg
-1
 en muestras de miel provenientes de los 
departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander. 
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Haciendo un análisis global, en la Tabla 35 se puede observar que 32 (52,5%) de 
las 61 muestras de miel analizadas presentaron residuos de pesticidas, los cuales 
corresponden principalmente a organofosforados (47,5%) y organoclorados 
(9,8%). Únicamente 5 (8,2%) muestras de miel presentaron residuos de más de un 
plaguicida, de las cuales, 3 (4,9%) contenían 3 plaguicidas, 1 (1,6%) contenía 4 
plaguicidas y 1 (1,6%) contenía 5 plaguicidas.  
Con respecto al plaguicida 4,4’-DDT, este fue expresado como la suma de 4,4’-
DDT y los metabolitos 4,4’-DDD y 4,4’-DDE, así que, el 4,4’-DDT fue confirmado 
en 3 (4,9%) muestras de miel, mientras que los metabolitos 4,4’-DDD y 4,4’-DDE 
fueron detectados individualmente, cada uno en una muestra de miel (1,6%) a 
concentraciones inferiores a 0,005 mg kg-1. 
Para cada uno de los plaguicidas analizados, la Tabla 36 contiene los rangos de 
concentración, los LMRs establecidos, la frecuencia y el porcentaje de muestras 
de miel en que estaba presente. 
Plaguicida 














4,4’-DDT 0,012 0,003 a 0,038 0,05 4 6,6 0 
ϒ-HCH 0,011 0,008 a 0,016 0,01 3 4,9 1,64 
HCB 0,015 0,003 a 0,028 0,01
a 
4 6,6 1,64 
Clorpirifos 0,006 0,001 a 0,021 0,01
a 
22 36,1 1,64 
Fenitrotion 0,054 - 0,01
a 
1 1,6 1,64 
Profenofos 0,005 0,001 a 0,009 0,01
a 
10 16,4 0 
a
 Plaguicidas en que se usa por defecto 0,01 mg kg
-1
 como valor de Límite Máximo de Residuos (LMR)  
b
 Valores establecidos por la Unión Europea [1] 
Tabla 36. Porcentaje de mieles contaminadas con plaguicidas. 
 
De la Tabla 36 se observa que el plaguicida que se halló con mayor frecuencia 
corresponde al clorpirifos, el cual esta como residuo en el 36,1% de las mieles 
analizadas, seguido de profenofos presente en el 16,4% de las muestras. Con 
menor frecuencia se encontró HCB y DDT, detectados en el 6,6% de las muestras, 
ϒ-HCH en el 4,9% de las muestras y fenitrotion en el 1,6% de las muestras de 
mieles. 
En términos generales, se observa que el 52,5% de las mieles analizadas de los 
departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander presentan 
residuos de plaguicidas organoclorados y organofosforados Sin embargo, 
solamente el 6,6% de las muestras de miel analizadas supera el LMR establecido 
para los plaguicidas ϒ-HCH, HCB, clorpirifos y fenitrotion.  
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La Figura 39 contiene el porcentaje total de muestras de miel con residuos de 
plaguicidas para los departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y 
Santander. 
 
Figura 39. Porcentaje de mieles con residuos de plaguicidas presentes en las regiones apícolas. 
En la Figura 39 se puede observar que Cundinamarca presenta el mayor 
porcentaje (80%) de mieles contaminadas, seguido por Santander (63,2%), luego 
Magdalena (45,8%) y finalmente Boyacá, departamento que presentó el menor 
porcentaje (12,5%) de mieles con residuos de plaguicidas. En esta figura también 
se puede observar que las mieles que presentaron residuos corresponden tanto a 
las producidas por apis mellifera como por abejas nativas de cada una de las 
regiones, exceptuando el departamento de Boyacá, en el cual no se encontró 
residuos de plaguicidas en las muestras de miel nativas. Un análisis más detallado 
para cada uno de los departamentos se muestra a continuación:  
5.2.1. Departamentos de Boyacá y Cundinamarca 
En la Tabla 35 se puede observar que entre los plaguicidas analizados, el 
clorpirifos es el único plaguicida encontrado en las muestras de miel provenientes 
de los departamentos de Boyacá, el cual fue detectado en una muestra (12,5%) a 
una concentración inferior al límite de cuantificación (0,005 mg kg -1). Este 
compuesto también se encontró en ocho muestras de Cundinamarca (80%), 









































Miel nativa Miel de apis mellifera
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0,006 mg kg-1, mientras que la concentración de las demás muestras no superó la 
concentración del límite de cuantificación (0,005 mg kg-1).  
El clorpirifos (Ver Figura 40) es un insecticida organofosforado capaz de inhibir la 
acetilcolinesterasa [24]. Debido a su aplicación excesiva en las prácticas agrícolas 
del mundo y a su persistencia en la naturaleza, el clorpirifos se ha convertido en 
uno de los principales contaminantes ambientales y en consecuencia suele ser 
encontrado comúnmente en la miel de abejas [25, 26]. 
 
Figura 40. Estructura química del clorpirifos. 
La presencia de clorpirifos en las mieles provenientes de los apiaros de los 
departamentos de Boyacá y Cundinamarca se debe a que es aplicado cerca de 
las colmenas, para combatir principalmente algunas polillas (Tecia solanivora, 
phthorimaeae operculella, tuta absoluta, Symmestrischema tangolias, entre otras) 
que atacan los cultivos de papa y los brotes de broca en cultivos de café [27, 28]. 
El clorpirifos no posee LMR establecido en miel por ninguna agencia regulatoria, 
así que, el valor que se toma por defecto en estas situaciones es 0,01 mg kg-1 
[29], y como ninguna de las muestra analizadas supera este valor, es válido 
afirmar que las mieles de Boyacá y de Cundinamarca no infringen la normatividad 
para este compuesto, ni para ninguno de los plaguicidas analizados. No obstante, 
se debe continuar con un seguimiento riguroso a los residuos de clorpirifos en las 
mieles de estos departamentos para asegurar que la concentración de este 
compuesto no aumente, con el objeto de proteger al consumidor y asegurar la 
calidad del producto, tanto de consumo nacional como de exportación. 
De igual forma se debe realizar un estudio complementario al presente, para 
evaluar la concentración de los plaguicidas n-metil carbamatos en mieles, los 
cuales son aplicados con alta frecuencia en esta dos regiones del país; y que no 
fueron incluidos en la metodología analítica debido a que su análisis se realiza 
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5.2.2. Departamento de Magdalena 
El análisis de residuos de plaguicidas realizado en las mieles de Magdalena (Ver 
Tabla 35) mostró la presencia de 4,4’-DDT, confirmado en tres muestras  (12,5%)  
en un rango de concentración de 0,001 mg kg-1 a 0,038 mg kg-1, ϒ-HCH presente 
en dos muestras (8,3%) a concentraciones de 0,010 y 0,016 mg kg-1 y HCB 
confirmado en cuatro  muestras (16,7%) en un rango de concentración entre 0,003 
mg kg-1 a 0,028 mg kg-1. 
El 4,4’-DDT, ϒ-HCH y HCB (Ver Figura 41) son plaguicidas organoclorados de uso 
prohibido o restringido en las prácticas agrícolas del mundo debido a su alta 
persistencia en el medio ambiente, puesto que presentan estructuras químicas 
estables que les permite permanecer en la naturaleza por periodos de tiempo 
entre 2 a más de 10 años [31]. Estos plaguicidas de bajo precio tienen la 
capacidad de actuar como insecticidas, acaricidas específicos, herbicidas y 
fungicidas de gran efectividad para proteger los cultivos de café, caña de azúcar, 
algodón, maíz, arroz, entre otros, razón por la cual fueron empleados de forma 
excesiva en las prácticas agrícolas desde el año 1943. En lo que respecta al 
control de vectores de enfermedades humanas, el DDT tiene una alta capacidad 
de combatir el mosco anopheles causante de la malaria o paludismo, por lo que es 
ampliamente usado en países tropicales [32].  
 
Figura 41.  structura química del a) 4,4’-DDT, b) ϒ-HCH y c) HCB. 
Debido a los graves problemas de contaminación ambiental generados por los 
plaguicidas organoclorados, su uso fue prohibido en los Estados Unidos en el año 
1972, mientras que en Colombia se restringió el uso de estos compuestos en el 
año 1986, permitiéndose la aplicación de 4,4’-DDT solamente en campañas de 
salud pública contra la malaria, hasta que en el año 1993 el Ministerio de Salud 
prohibió la importación, distribución, producción, formulación, comercialización, 
uso y manejo de  estas substancias [33].   
a) b) c)
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Por tal motivo, la presencia de 4,4’-DDT, ϒ-HCH y HCB en las muestras de miel 
provenientes del Magdalena, indica que existe contaminación residual proveniente 
de las prácticas agrícolas que fueron realizadas años atrás en algunas de las 
zonas ubicadas cerca de los apiarios de este departamento. De esta forma, las 
muestras de miel provenientes de estas colmenas puede emplearse como un 
bioindicador de problemas ambientales en esta región apícola [34].  
Con respecto a los plaguicidas organofosforados encontrados en las mieles de 
Magdalena, el profenofos (Ver Figura 42) es el que se encuentra con mayor 
frecuencia en esta región, detectado en 9 (37,5%) muestras a concentraciones 
inferiores a 0,005 mg kg-1 (Ver Tabla 35). Mientras que el clorpirifos solo se 
encontró en una muestra de miel a una concentración menor a 0,005 mg kg -1. 
Como ya se mencionó antes, los plaguicidas organofosforados son usados en los 
cultivos de frutas y verduras producidas en el país , sin embargo, ninguna de las 
muestras de miel analizadas supera el LMR establecido por defecto para estos 
plaguicidas, que es de 0,01 mg kg-1.  
 
Figura 42. Estructura química del profenofos. 
5.3.3. Departamento de Santander 
El análisis de residuos realizado a las muestras de miel provenientes de 
Santander (Ver Tabla 35) mostró que el clorpirifos es el plaguicida que se presenta 
con mayor frecuencia, confirmado en 11 (57,9%) de las 19 muestras de miel, 
siendo detectable a concentraciones inferiores a 0,005 mg kg-1 en 10 muestras de 
miel y cuantificable en una muestra a una concentración de 0,021 mg kg-1. Esta 
última muestra de miel (SN1), también mostró la presencia de los plaguicidas 
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0,054 mg kg-1, respectivamente, y de 4,4’-DDT a una concentración inferior a 
0,005 mg kg-1.   
 
Figura 43. Estructura química del fenitrotion. 
Como se puede ver en la Tabla 30, la muestra de miel SN1 proviene de un apiario 
ubicado en el municipio de Concepción, el cual también suministro la muestra de 
miel SN2, que presenta residuos de clorpirifos, indicando que este apicultor se 
enfrenta a problemas de contaminación ambiental proveniente de residuos de 
plaguicidas organoclorados y residuos de plaguicidas organofosforados 
empleados en los cultivos de café que rodean las colmenas. 
La presencia de ϒ-HCH solo se confirmó en una muestra de miel a una 
concentración de 0,008 mg kg-1.  
5.3.4. Plaguicidas en mieles producidas por apis mellifera y abejas nativas 
Con respecto a la especie de abeja, se detectaron residuos de plaguicidas en 25 
(59,5%) de las 42 muestras de miel proveniente de abejas de la especie apis 
mellifera, mientras que solo se detectaron residuos de plaguicidas en 7 (36,8%) de 
las 19 muestras de miel provenientes de abejas nativas. 
La Figura 44 muestra el porcentaje de muestras de miel analizadas producida por 
abejas nativas y por apis mellifera con residuos de plaguicidas para los 
departamentos de Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander. 
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Figura 44. Porcentaje de muestras de miel nativa y de apis mellifera contaminadas. 
En la Figura 44 se puede observar que en la mayoría de los departamentos el 
porcentaje de miel de apis mellifera contaminada supera el porcentaje de miel de 
abejas nativas contaminada, siendo Santander el único departamento donde se da 
el caso contrario debido a que en esta región existe un alto número de apiarios 
que manejan especies nativas cerca de cultivos agrícolas.  
En la Figura 44 también es posible ver que la región de Boyacá no presenta 
residuos de plaguicidas en las muestras de miel provenientes de abejas nativas, lo 
cual se debe a que en este departamento el porcentaje de apiarios que manejan 
este tipo de abejas es bajo (15%), y la mayoría de estas colmenas se encuentran 
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A partir de los resultados experimentales obtenidos en los ensayos preliminares 
durante el desarrollo de la metodología analítica y de la información recopilada en 
la revisión de literatura, fue posible establecer las condiciones de partida para la 
construcción del simplex inicial, logrando de esta manera, encontrar los valores 
satisfactorios de concentración y volumen de Buffer, pH, volumen de acetato de 
etilo, volumen de metanol y tiempo de agitación para la realización de la extracción 
de los plaguicidas en miel de abejas. De igual manera, fue posible encontrar las 
condiciones óptimas de masa de florisil, masa de silica y volumen de n-hexano y 
acetato de etilo necesarias para realizar el paso de limpieza de la metodología 
multiresiduo, de tal forma que el análisis instrumental por cromatografía de gases 
con detectores μECD y NPD pudiera presentar un buen desempeño durante la 
detección y cuantificación de los plaguicidas en estudio. 
La metodología multiresiduo para el análisis de plaguicidas en miel de abejas 
mostró ser específica, selectiva, exacta y precisa a través de la validación para 53 
plaguicidas, incluidos organoclorados, organofosforados, organonitrogenados y 
piretroides. La evaluación de linealidad se realizó en un rango de concentración de 
0,005 µg mL−1 a 0,500 µg mL−1, haciendo uso de curvas preparadas en blanco de 
matriz debido a que la mayoría de los compuestos presentaron efecto matriz, 
encontrándose que se ajustan a un modelo de regresión lineal con coeficientes de 
correlación en un rango de 0,9813 a 0,9998. Los porcentajes de recuperación 
obtenidos mediante la fortificación de miel blanco a tres niveles de concentración 
están en el rango de 76,6% a 119,9%, con valores de precisión expresados como 
coeficientes de variación menores al 20% (20<%CV), exceptuando los plaguicidas 
acefato, metamidofos y monocrotofos que presentaron porcentajes de 
recuperación de 34,5%, 47,8% y 46,6%, respectivamente. Para la mayoría de los 
plaguicidas el límite de detección encontrado está en el rango de 0,0004 mg kg−1 a 
0,050 mg kg−1 y el límite de cuantificación está en un rango de 0,001 mg kg−1 a 
0,167 mg kg−1, excepto para los plaguicidas cimoxanil, ciproconazol, oxadicil y 
propargite. 
Las encuestas realizadas a los apicultores de los departamentos de Boyacá, 
Cundinamarca, Magdalena y Santander mostraron que el 81% de los apiarios de 
estas cuatro regiones manejan la especie de abeja apis mellifera.  
Más del 49% de los apiarios de las regiones en estudio han presentado problemas 
con infecciones apícolas, siendo la varroasis y la loque las principales 
enfermedades encontradas, por lo que, el 11% de los apicultores recurren al uso 
de los acaricidas flumetrina y τ-fluvalinato en las colmenas. 
Cerca del 72% de los apiarios de las regiones en estudio están ubicados cerca de 
actividades agrícolas, de los cuales el 61% se encuentran cerca de cultivos 
(Distancias menores a 1 km), principalmente de algodón, arroz, café, papa y 
algunos frutales que son fumigados con los plaguicidas acefato, λ-cihalotrina, 
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cipermetrina, clorpirifos, cumafos, deltametrina, dimetomorf, fenitrotion, metalaxil, 
metil paration, profenofos, entre otros. 
Se observa que el 52,5% de las mieles analizadas de los departamentos de 
Boyacá, Cundinamarca, Magdalena y Santander presentan residuos de 
plaguicidas organoclorados y organofosforados, estando el clorpirifos en el 36,1% 
de las mieles analizadas, seguido de profenofos presente en el 16,4% de las 
muestras. Con menor frecuencia se encontró HCB y DDT, detectados en el 6,6% 
de las muestras, ϒ-HCH en el 4,9% de las muestras y fenitrotion en el 1,6% de las 
muestras de mieles. 
Solamente el 6,6% de las muestras de miel analizadas superan el LMR 
establecido para los plaguicidas ϒ-HCH, HCB, clorpirifos y fenitrotion, según lo 
establecido en el Reglamento (CE) No 396/2005 del parlamento europeo y del 
consejo de 23 de febrero de 2005 relativo a los límites máximos de residuos de 
plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal y animal y que modifica la 
Directiva 91/414/CEE del Consejo y posteriores modificaciones. 
A pesar que el 80% de las muestras de miel provenientes de Cundinamarca 
mostraron residuos de plaguicidas, el departamento de Magdalena presento las 
muestras de miel con las concentraciones más altas de plaguicidas.  
Se detectaron residuos de plaguicidas en el 59,5% de las 42 muestras de miel 
analizadas provenientes de abejas de la especie apis mellifera, mientras que solo 
se detectaron residuos de plaguicidas en el 36,8% de las 19 muestras de miel 
provenientes de abejas nativas. 
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Complementar el presente estudio, a través del análisis de otros plaguicidas, como 
son los n-metil carbamatos, ditiocarbamatos y demás plaguicidas organoclorados, 
organofosforados y piretroides que son aplicados cerca de los apiarios y que no 
fueron incluidos en la metodología analítica desarrollada. 
Capacitar a los apicultores y agricultores de las regiones de Boyacá, 
Cundinamarca, Magdalena y Santander en estrategias viables enfocadas en 
buscar que las prácticas agrícolas sean mucho más amigables con las prácticas 
apícolas, donde se planteen equilibrios entre el bienestar de los insectos 
polinizadores y el de las cosechas.  Algunas de las siguientes recomendaciones 
pueden ser consideradas por el sector industrial agropecuario: 
 En lo posible, los apicultores deben evitar instalar apiarios cerca de los 
cultivos donde se realice aplicación de plaguicidas, siendo recomendable 
que las colmenas estén a una distancia de al menos 4 a 5 km de estas 
zonas. 
 Si esto no es posible, se debe reducir la aplicación de insecticidas y otros 
plaguicidas en las plantas con flores que se encuentre cerca de las zonas 
que visitan las abejas para la recolección de néctar en las temporadas de 
mayor actividad de la colmena. 
 En el caso que la aplicación de los insecticidas sea absolutamente 
necesaria durante la floración, esta debe realizarse en los días y en los 
horarios en que las abejas presentan una baja activad. 
 Seleccionar plaguicidas con una baja toxicidad para las abejas y cuyas 
formulaciones comerciales permitan una rápida y eficiente descomposición 
de los principios activos en el ambiente, reduciendo el riesgo para estos 
insectos.  
 Intentar aplicar formulaciones de plaguicidas que posean una baja 
movilidad, como es el caso de formulaciones en soluciones homogéneas o 
en concentrados emulsionables, los cuales secan rápidamente y se quedan 
en el sitio de aplicación y de formulaciones en forma de gránulos, cuyos 
tamaños de partículas permiten que el principio activo permanezca en el 
suelo. De esta forma, es posible reducir la difusión de los plaguicidas hacia 
los alrededores en el momento de la aplicación, lo cual reduce el posible 
contacto con las abejas.  
 Evitar el uso de formulaciones en polvo, polvo humedecido, entre otros, 
debido a que pueden adherirse fácilmente a los cuerpos de las abejas, 
promoviendo el transporte de estos junto con el polen hacia la colmena, 
afectando a los demás miembros de la colonia y contaminando los 
productos de la colmena. 
 Finalmente, se debe seguir promoviendo acercamientos directos entre la 
academia, agricultores, técnicos, ingenieros, apicultores y fabricantes de 
plaguicidas comerciales, para desarrollar estrategias que reduzcan el 
envenenamiento de las abejas y la contaminación de la miel de abejas.
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Compuesto a b c d e f g h PA1 PA2 PA3 
Heptenofos uECD 18.6 17.8 13.1 - 6.7 40.6 - 6.3 47.6 37.5 11.6 
Diclorvos ECD - - - - - - - - - - - 
Diclorvos NPD 40.2 50.2 53.2 54.0 19.8 70.3 17.7 32.3 34.5 27.5 25.4 
Metamidofos NPD 0.0 81.8 72.7 33.2 5.9 27.4 6.3 5.9 67.7 78.2 40.4 
Cimoxanil uECD - - - - - - - - - - - 
Acefato NPD 12.4 93.9 75.7 40.5 7.1 30.6 9.2 7.9 74.9 62.7 46.9 
α-HCH uECD 67.7 60.3 59.2 72.3 72.0 103.4 40.8 71.3 77.6 84.4 82.3 
Dimetoato uECD - - - - - - - - - - - 
β-HCH uECD 60.2 61.8 71.6 64.8 57.3 94.2 54.5 112.3 49.6 77.7 85.2 
Clorotalonil uECD - - - - - - - - - - - 
m-paration uECD - - - - - - - - - - - 
Fenitrotion uECD 75.7 81.5 77.5 88.1 47.4 97.9 93.8 87.6 - 96.7 107.4 
Monocrotofos NPD 25.8 90.9 75.8 60.5 11.0 45.5 18.7 15.4 79.8 77.1 67.8 
Malation uECD 79.8 105.5 119.7 116.0 46.8 96.9 53.5 88.5 68.2 79.4 96.1 
Clorpirifos uECD 76.1 80.6 83.5 93.6 72.1 89.7 71.1 77.8 61.6 93.1 100.4 
Dimetoato NPD 50.8 74.3 74.5 84.5 31.5 66.0 39.3 32.1 92.5 97.2 92.7 
PCB103 *
 
76.3 62.8 66.7 61.3 66.1 92.8 70.9 71.1 85.5 85.3 94.0 
Folpet uECD 70.9 88.4 98.5 99.0 47.7 95.9 48.3 79.9 73.0 79.0 61.5 
 ndosulfan α u    64.7 69.4 76.9 80.0 71.7 97.8 76.0 81.5 103.7 94.1 108.8 
Metil paration NPD 81.8 78.7 72.6 73.5 70.5 120.7 48.8 87.3 107.8 96.4 100.2 
Metalaxil NPD 68.9 86.3 88.5 94.9 54.1 88.2 55.1 65.4 98.2 91.7 99.2 
Hexaconazol uECD 69.3 75.2 86.1 96.8 54.5 109.4 60.0 61.9 99.8 100.8 95.7 
Clorpirifos NPD 78.2 88.0 82.5 86.6 71.8 96.9 71.1 86.4 89.5 105.5 100.1 
Fenitrotion NPD 53.7 124.0 77.4 89.2 27.1 69.5 75.2 81.8 35.4 112.9 140.6 
Profenofos uECD 70.3 75.5 87.5 64.4 70.8 70.3 38.4 59.3 99.2 94.8 104.3 
Malation NPD 76.0 84.9 90.2 72.0 53.5 107.6 72.8 86.0 106.7 93.3 98.6 
 ndosulfan β u    75.4 70.1 80.3 92.5 71.7 95.4 75.2 80.0 101.9 110.3 99.6 
4,4´-DDD uECD 79.0 67.2 70.6 78.8 65.6 98.3 79.7 86.3 92.3 99.6 106.3 
TRIS uECD ** 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
4,4´-DDT uECD 73.5 65.1 68.8 77.7 56.7 100.6 50.5 73.1 76.5 103.7 118.1 
Profenofos NPD 73.5 81.0 109.4 88.0 112.8 95.8 85.6 87.6 85.0 116.3 103.4 
Propargite ECD 72.4 67.3 77.0 81.0 70.7 85.9 76.3 78.4 110.1 77.7 90.1 
Tiabendazol NPD 8.3 78.7 85.3 21.5 10.3 24.2 6.0 5.3 70.5 87.0 82.7 
TRIS NPD ** 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
TPP NPD * 81.9 82.5 79.9 73.2 64.8 84.3 68.4 75.4 91.8 96.3 102.2 
Cipermetrina uECD 87.5 84.4 82.5 95.8 64.3 79.5 88.5 93.9 95.1 119.3 104.7 
Difenoconazol ECD 117.3 86.6 73.8 90.6 51.2 93.1 63.1 72.8 86.4 106.3 97.3 
Azoxistrobin uECD 88.5 79.6 78.7 86.4 63.3 89.6 65.7 69.0 95.2 119.0 95.7 
Difenoconazol NPD 133.2 102.1 97.7 92.1 102.4 97.6 80.5 99.6 107.8 118.4 122.8 
* Compuesto subrrogado, ** Estándar interno 
Anexo 1. Porcentajes de recuperación obtenidos para los plaguicidas en función del volumen de 
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Pasos E1 y E2 Paso E1 
Compuesto Ultrasonido Agitación mecánica Vortex 
Heptenofos uECD 11.6 0.00 3.1 
Diclorvos ECD - - - 
Diclorvos NPD 25.4 8.2 22.7 
Metamidofos NPD 40.4 12.9 10.0 
Cimoxanil uECD - - - 
Acefato NPD 46.9 12.3 11.6 
α-HCH uECD 82.3 69.8 75.9 
Dimetoato uECD - - - 
β-HCH uECD 85.2 63.2 97.2 
Clorotalonil uECD - - - 
m-paration uECD - - - 
Fenitrotion uECD 107.4 88.6 93.8 
Monocrotofos NPD 67.8 22.9 28.1 
Malation uECD 96.1 93.2 139.1 
Clorpirifos uECD 100.4 81.7 76.9 
Dimetoato NPD 92.7 45.0 53.0 
PCB103 * 94.0 72.6 76.2 
Folpet uECD 61.5 42.6 48.3 
Endosulfan α uECD 108.8 72.6 84.1 
Metil paration NPD 100.2 88.1 102.1 
Metalaxil NPD 99.2 82.2 54.7 
Hexaconazol uECD 95.7 86.2 83.8 
Clorpirifos NPD 100.1 92.2 95.4 
Fenitrotion NPD 140.6 77.9 81.0 
Profenofos uECD 104.3 88.0 75.9 
Malation NPD 98.6 88.9 84.2 
 ndosulfan β uECD 99.6 89.0 97.6 
4,4´-DDD uECD 106.2 83.5 88.8 
TRIS uECD ** 100 100 100 
4,4´-DDT uECD 118.1 74.2 79.4 
Profenofos NPD 103.4 103.3 82.0 
Propargite ECD 90.1 76.5 68.8 
Tiabendazol NPD 82.6 22.8 23.1 
TRIS NPD ** 100 100 100 
TPP NPD * 102.2 86.9 83.0 
Cipermetrina uECD 104.7 91.5 83.9 
Difenoconazol ECD 97.3 87.0 88.5 
Azoxistrobin uECD 95.8 87.3 78.1 
Difenoconazol NPD 122.8 110.3 72.0 
* Compuesto subrrogado, ** Estándar interno 
Anexo 2. Porcentajes de recuperación obtenidos empleando ultrasonido, agitación 








   
 
 
Coeficiente de variación (%) 
Compuesto N1 N3 N5 
 τ-fluvalinato 10.3 7.5 9.3 
4´,4´-DDD 3.7 3.0 12.5 
4´,4´-DDT 5.7 2.6 13.6 
4´4´- DDE 6.7 17.4 11.1 
Alaclor  10.3 14.8 12.4 
Azoxistrobin 5.7 14.4 4.3 
Captan 13.5 18.5 15.3 
Cihalotrina 6.8 6.9 10.4 
Cimoxanil 13.8 5.4 15.8 
Cipermetrina 5.7 11.0 1.9 
Ciproconazol 8.5 8.1 9.1 
Clorpirifos 23.9 24.6 14.6 
Cumafos 2.5 3.4 2.7 
Deltametrina 12.0 19.1 13.4 
Diclofluanid 4.8 7.7 15.6 
Dieldrin 7.9 14.8 19.4 
Difenoconazol 8.8 16.2 2.9 
Dimetomorf 1 1.5 6.9 9.5 
Dimetomorf 2 4.3 4.2 9.3 
 ndosulfan α 25.3 18.4 6.1 
 ndosulfan β 9.4 8.4 8.6 
Epoxiconazol 17.6 19.5 15.4 
Fenitrotion 7.8 17.5 5.4 
Flumetrina I 9.1 7.5 - 
Flumetrina II 5.1 3.5 - 
Folpet 16.2 9.0 4.1 
HCB 10.9 17.0 8.4 
Hexaconazol 20.0 13.6 2.4 
Iprodion 4.5 7.2 12.9 
Isofenfos 4.6 8.9 15.0 
Oxadicyl 8.2 12.3 10.0 
Permetrina 1.3 5.1 10.9 
Pirazofos 1.7 1.4 9.3 
Propargite 4.1 5.6 2.1 
Propiconazol 3.5 2.8 9.9 
Tetradifon 5.1 15.0 8.5 
Triadimefon 7.4 17.1 11.6 
α-HCH 6.0 4.8 6.7 
β ciflutrina 6.5 10.9 10.0 
β-HCH 5.7 20.2 6.7 
γ- HCH 1.8 14.9 15.4 
Anexo 3. Coeficientes de variación obtenidos en los ensayos de 
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Compuesto N1 N3 N5 Compuesto N1 N3 N5 
Acefato NPD 14.6 28.8 8.4 Fentoato NPD 4.1 1.7 2.5 
α-H H μ    10.5 7.4 8.0 Flumetrina 1 μ    10.6 17.8 6.6 
 laclor  μ    23.3 37.1 17.4 Flumetrina 2 μ    11.0 7.3 5.6 
 zoxistrobin μ    10.6 19.5 14.2 Folpet μ    21.6 19.9 19.9 
β-ciflutrina μ    7.7 15.2 9.3 γ-H H μ    17.4 13.5 13.3 
β-H H μ    18.8 21.2 18.0 H B μ    13.2 16.1 17.2 
Captan μ    7.8 19.4 7.3 Hexaconazol μ    18.7 13.1 18.1 
 ihalotrina μ    3.1 15.0 2.5 Iprodion NPD 10.4 1.9 3.1 
 imoxanil μ    14.5 17.0 4.4  prodion μ    15.8 10.9 8.8 
 ipermetrina μ    11.8 17.0 4.3 Isofenfos NPD 8.5 13.3 2.3 
Ciproconazol NPD 22.7 7.2 7.5  sofenfos μ    6.7 2.8 2.3 
 iproconazol μ    23.3 18.8 7.3 Malation NPD 4.9 8.5 4.7 
Clorpirifos NPD 7.1 11.3 1.0 Metalaxil NPD 13.8 12.8 2.2 
 lorpirifos μ    25.9 24.6 26.2 Metamidofos NPD 18.9 23.9 3.3 
Cúmafos NPD 7.5 9.0 4.1 Monocrotofos NPD 9.1 17.4 5.7 
 úmafos μ    12.2 18.3 9.2 Metil paration NPD 5.8 9.2 3.2 
 eltametrina μ    10.3 16.6 7.2  xadicyl μ    25.1 24.1 9.6 
Diazinon NPD 3.6 2.3 3.7 4, 4´-    μ    8.5 17.5 8.0 
Diclofluanid NPD 22.0 15.2 6.1 4, 4´-    μ    13.5 15.0 19.7 
Diclofluanid μ    11.1 8.9 13.2 4, 4´-    μ    17.4 13.8 7.2 
 ieldrin μ    7.7 12.2 3.1 Permetrina μ    10.9 17.4 5.5 
 ifenoconazol μ    6.1 21.0 11.4 Pirazofos NPD 5.6 1.8 4.4 
Dimetoato NPD 19.5 18.1 4.6 Pirazofos μ    5.9 15.4 24.5 
Dimetomorf I NPD 11.6 6.2 9.7 Pirimetanil NPD 4.7 8.5 4.9 
 imetomorf   μ    15.3 16.4 13.4 Profenofos NPD 18.0 7.2 7.9 
Dimetomorf II NPD 14.3 8.6 5.1 Profenofos μ    19.3 15.2 12.6 
 imetomorf    μ    11.1 15.1 4.1 Propargite μ    6.5 15.2 4.9 
 ndosulfan α μ    10.3 13.0 15.9 Propiconazol μ    7.6 18.0 3.9 
 ndosulfan β μ    19.7 15.3 11.8 τ-fluvalinato μ    6.4 17.6 12.8 
 poxiconazol μ    12.5 17.9 15.7 Tebuconazol NPD 15.5 1.6 6.0 
Fenamifos NPD 15.0 2.5 11.3  etradifon μ    9.1 13.6 7.9 
Fenitrotion NPD 3.8 10.5 6.8 Tiabendazol NPD 12.9 7.3 14.2 
Fenitrotion μ    16.7 11.6 14.5 Triadimefon NPD 15.0 18.2 4.3 
Fention NPD 4.6 2.0 0.9  riadimefon μ    25.5 27.3 21.3 
%CV: Coeficiente de variación 
























α-HCH N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Alaclor N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Azoxistrobin N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
β-ciflutrina N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
β-HCH N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Captan N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Cihalotrina N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Cimoxanil N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Cipermetrina N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Ciproconazol N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Clorpirifos N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Cumafos N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Deltametrina N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Diclofluanid N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Dieldrin N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Difenoconazol N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Dimetomorf 1 N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Dimetomorf 2 N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Endosulfan a N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Endosulfan b N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Epoxiconazol N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Fenitrotion N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Folpet N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
ϒ- HCH N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
HCB N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Hexaconazol N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Iprodion N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Isofenfos N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Oxadicyl N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
4, 4’-DDE N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
4,4'-DDD N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
4,4’-DDT N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Permetrina N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Pirazofos N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Profenofos N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Propargite N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Propiconazol N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
τ-Fluvalinato N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Tetradifon N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
Triadimefon N. R. N. R. N. R. N. R. R R R 
N. R.: No es robusto, R: Robusto 





149 Evaluación de la presencia de residuos de plaguicidas en miel de abejas provenientes 






LA PRESENTE ES UNA ENCUESTA DIRIGIDA A LOS APICULTORES COLOMBIANOS, PARA RECOPILAR 
INFORMACIÓN ACERCA DE LA UBICACIÓN GEOGRÁFICA, ENTORNO AMBIENTAL DE ALGUNOS APIARIOS DEL 
PAÍS, CON EL FIN DE CONOCER CUALES PODRÍAN SER LOS POSIBLES FACTORES DE CONTAMINACIÓN DE 




1 CARACTERÍSTICAS DEL APIARIO 
 
1.1 ¿CUANTAS COLMENAS TIENE EL APIARIO? ____________  
1.2 ¿QUE ESPECIE DE ABEJA MANEJA? _______________________________________________________________ 
 
2 CONTROL VETERINARIO 
 
2.1 ¿SUS COLM ENAS SE HAN INFECTADO CON ALGUNA ENFERM EDAD APÍCOLA (Varroa, Loque, etc)? 
NO________ SI_________ CUAL(es)?_______________________________________________________________ 
 
2.2 ¿UTILIZA ALGÚN PRODUCTO QUÍM ICO PARA CONTROLAR O PREVENIR ENFERM EDADES APÍCOLAS?  
_______________________________________________________________________________________________ 
 
3 MEDIO AMBIENTE QUE RODEA AL APIARIO: 
 





3.2 ¿EN ESTOS CULTIVOS SE APLICAN PLAGUICIDAS (VENENOS, INSECTICIDAS, HERBICIDAS, FUNGICIDAS)? 
SI________ NO_________  
¿CUALES? (POR EJEM PLO: MANCOZEB, ATRAZINA, FOLICUR, etc) ______________________________________ 
___________________________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________________________ 
3.3 ¿CON QUE FRECUENCIA SE APLICAN ESTOS COM PUESTOS? 
______________________________________________________________________ 
3.4 ¿LA COSECHA DE MIEL COINCIDE CON LA APLICACIÓN? NO________ SI_________ 
3.5 ¿LAS ABEJAS VISITAN ESTOS CULTIVOS? NO________ SI_________ 
3.6 ¿OBSERVA CERCA DE LOS CULTIVOS FUMIGADOS LA PRESENCIA DE ABEJAS MUERTAS? NO________ 



















PROYECTO: Evaluación de la presencia de residuos de plaguicidas en 
miel de abejas provenientes de los departamentos de Boyacá, 




4. ¿USTED CREE QUE LOS PLAGUICIDAS SON PELIGROSOS 







5.  ¿USTED CREE QUE LA M IEL SE CONTAM INA CON LOS 
PLAGUICIDAS APLICADOS EN LOS CULTIVOS?   
NO_________   SI_________ 
6. DESCRIBA EN EL SIGUIENTE DIBUJO CUAL 
ES EL ENTORNO QUE RODEA AL APIARIO 
(INCLUYA VEGETACIÓN, CULTIVOS, 
INDUSTRIAS, CARRETERAS, ETC. 
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Anexo 7. Propiedades fisicoquímicas medidas a las muestras de miel de abejas. 
5.6.1. Conductividad Eléctrica 
Las mieles poseen cierta conductividad eléctrica debido a la presencia de iones 
inorgánicos, aminoácidos y ácidos orgánicos en solución, se ha encontrado una 
fuerte correlación entre este parámetro y el origen botánico de la miel, de manera 
que mieles florales presentan valores que oscilan entre 100 y 1127 μS/cm y mieles 
de mielada o de castaño presentan conductividades comprendidas entre 1220 y 
1624 μS/cm; además, los valores de conductividad eléctrica permiten determinar si 
las abejas han sido alimentadas de forma natural o con edulcorantes artificiales 
[1]. A pesar de la alta variabilidad en la medida de este parámetro para algunas 
mieles, actualmente, esta propiedad es un factor esencial en la determinación de 
la composición y calidad de la miel [2].   
Las medidas de conductividad eléctrica de las muestras de miel fueron realizadas 
según la metodología especificada en Harmonised Methods Of The International 
Honey Commission - Determination of electrical conductivity [3].  
5.6.2. Hidroximetilfurfural 
El hidroximetilfurfural (HMF) es compuesto que se presenta en la miel por la 
reacción de descomposición de algunos azúcares, en especial la fructosa. La 
concentración de HMF en miel de abejas es dependiente del origen botánico, 
siendo mayor generalmente para mieladas. El proceso de formación de HMF se 
encuentra relacionado con la temperatura a la que fue sometida la miel, 
aumentando con el tiempo y temperatura de calentamiento [1]. De igual forma, la 
cantidad de HMF aumenta durante el tiempo de almacenamiento de la miel. Por tal 
motivo, el valor de HMF es un buen indicador de la correcta manipulación de la 
miel durante la cosecha y el envasado, al igual, que permite distinguir las mieles 
adulteradas por adición de glucosa o fructosa, ya que la concentración de HMF 
aumenta en estos casos [4].  
La determinación del HMF de las muestras de miel se realizó según la 
metodología especificada en el método oficial  AOAC 980.23 (1995) - 
Hidroxymethylfurfural in honey. 
5.6.3. Actividad Diastasa 
Esta enzima es la responsable de la descomposición del almidón en dextrinas y 
azúcares, es introducida durante el proceso de recolección y transformación del 
nectar a miel por las abejas. Generalmente, la actividad de esta enzima disminuye 
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cuando se realiza un sobrecalentamiento de la miel, y junto con el contenido de 
HMF puede indicar si el proceso de envasado y almacenamiento de la miel se 
realizó de forma apropiada [5]. A pesar de la gran variabilidad de este parámetro 
entre distintos tipos de mieles, actualmente se ha establecido que una miel no 
debe tener una actividad diastasa menor a 8 unidades en la escala de Gothe 
(expresado como número de diastasa N.D.), aunque para mieles que naturalmente 
tienen una baja actividad se aceptan 3 unidades de Gothe [1].  
La determinación de la actividad diastasa de las muestras de miel se realizó según 
la metodología especificada en Harmonised Methods Of The International Honey 
Commission - Diastatic Activity in Honey [3]. 
5.6.4. Rotación específica 
La rotación específica es una propiedad que poseen algunas moléculas presentes 
en la miel como azucares. Esta propiedad fisicoquímica es importante ya que las 
mieles florales presentan valores negativos en la rotación específica, mientras que 
la mielada presenta valores positivos, por lo cual es una herramienta clasificatoria 
en mieles. Por otra parte, cuando la miel es adulterada por la adición de azúcares, 
la rotación específica presenta cambios significativos [1].  
La determinación de la rotación especifica de las muestras de miel se realizó 
según lo especificado en el Harmonised Methods Of The International Honey 
Commission - Specific rotation [3].  
5.6.5. Acidez y pH 
La miel es una matriz ácida, con valores de pH entre 3.5 y 4.5, aunque los rangos 
dependen del origen de la miel. Cuando la miel es adulterada, se presentan 
valores inusualmente ácidos, por lo que esta propiedad puede usarse como un 
indicador de adulteración. De igual forma, la acidez expresada como 
miliequivalentes/kilogramo es fuertemente dependiente de el origen botánico de la 
miel, donde las mieladas son las que presentan mayor acidez, por otra parte 
mieles muy ácidas pueden indicar procesos de fermentación, o la presencia de 
acido láctico o fórmico comúnmente usados en el tratamiento de varroa. Por tanto 
la acidez y el pH son indicadores importantes de la calidad de la miel, e 
indicadores de posibles adulteraciones o malos manejos apícolas.  
La determinación de la acidez y del pH se realizó según lo especificado en el 
método oficial AOAC 962.19 (1995) Acidity (Free, lactone and total) of Honey. 
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5.6.6. Sólidos insolubles 
La determinación de sólidos insolubles brinda información sobre las buenas 
prácticas de manufactura. Las mieles obtenidas por prensado de las colmenas 
pueden tener hasta un 0,5% de sólidos insolubles, mientras que las mieles 
obtenidas por centrifugación presentan menos del 0,1% si los procedimientos han 
sido llevados a cabo respetando las normas mínimas de higiene [1].   
La determinación de los sólidos insolubles en las muestras de miel se realizó 
según lo especificado en el Harmonised Methods Of The International Honey 
Commission - Insoluble solids [3].  
5.6.7. Humedad 
La humedad en mieles se encuentra entre el 13% y el 20% de masa, siendo este 
un factor fisicoquímico importante a controlar ya que valores muy altos aceleran la 
fermentación de la miel, por lo cual es un indicador de la calidad de la miel. Una 
forma indirecta y rápida de hacer la determinación de la humedad es el índice de 
refracción, que es una medida que determina la reducción de la velocidad de la luz 
al propagarse por un medio homogéneo: a 20ºC la mielada tiene índices de 
refracción entre 1,4932 (17,3 %H2O) y 1,5008 (14,4 %H2O) y las mieles florales 
entre 1,4861 (20,2 %H2O)  y 1,50007 (14,4 %H2O) [1, 6].  
La determinación de humedad de las muestras de miel se realizó según lo 
especificado en el método oficial AOAC 969.38B (1995) - Moisture in Honey. 
5.6.8. Cenizas  
El contenido de cenizas en miel está relacionado con el contenido de minerales, 
por los que es una determinación complementaria a la conductividad eléctrica. De 
la misma manera que la conductividad, es un dato importante para la 
determinación del origen de la miel, ya que las mieles florares presentan menor 
cantidad de cenizas que las mieladas, además, cuando la miel ha sido adulterada 
con melaza se obtienen valores de cenizas muy grandes, por lo cual es un 
parámetro de calidad ampliamente usado [1]. 
La determinación del contenido de cenizas totales en las muestras de miel se 
realizó según lo especificado en el método oficial AOAC 920.181A (1995) - Ash 
Content in Honey. 
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Los azúcares son los principales responsables de las características 
fisicoquímicas de la miel, pues conforman cerca del 80% de la masa de miel. El 
contenido de azucares depende del origen botánico y geográfico de la miel, sin 
embargo, los que se encuentran en mayor proporción son glucosa, fructosa y 
sacarosa. Cuando una miel ha sido falsificada, es común que la cantidad de 
sacarosa supere el  5% de concentración o que la proporción de glucosa y 
fructosa tienda a valores extremos, tal como se muestra en la NTC 1273 [1, 7] 
La determinación de los azucares glucosa, fructosa y sacarosa de las muestras de 
miel se realizó de acuerdo a lo indicado en el Harmonised Methods Of The 
International Honey Commission – Determination of sugar in honey by HPLC [3].  
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ANEXO 8.  PRUEBAS ESTADÍSTICAS EMPLEADAS. 
 
1. Coeficiente de Variación. 
    %  
Donde S corresponde a la desviación estándar de los datos. 
2. Regresión Lineal. 
 
Descrita por la ecuación   
 
2.1. Parámetros requeridos para calcular la regresión lineal 






 = concentración del i-esimo nivel;  = señal del i-esimo nivel;  = valor promedio de concentración; 
 = valor promedio de las señales instrumentales;  = valor estimado de  para el i-esimo nivel; = 
pendiente curva de calibración; = número de ensayos experimentales, 
 
2.2. Cálculo del coeficiente de correlación ( r ) 
 Ec 1 
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2.3. Cálculo de la pendiente (m) e intercepto (b) 
     Ec 2 
 Ec 3 
 
3. Evaluación de la regresión. 
 
3.1. Prueba de correlación: La prueba para evaluar la correlación de los valores de  y  
consiste en una prueba . Las hipótesis que se manejan para esta prueba son: 
Correlación Ho: No existe correlación entre “ ” y “ ” (  < ) 
  H1: Si existe correlación entre “ ” y “ ”  (  > ) 
Para este fin, se calcula el valor del estadístico ;  
 Ec 5 
siendo,  el coeficiente de correlación y  el número de ensayos realizados. 
El valor del estadístico   se obtiene a un nivel de confianza del 95% (α=0,05) con  
grados de libertad, siendo  el número de ensayos realizados. A través de Excel es 
posible obtener el valor de , usando el comando 1.    
 = DISTR.T.INV(α; ) Comando 1 
Para que la prueba para correlación sea satisfactoria, es necesario rechazar Ho. 
3.2. Prueba para pendiente ( ) e intercepto ( : Al igual que la prueba de correlación, la 
evaluación de los parámetros  y  se realiza a través de una prueba t. Las hipótesis que 
se manejan para esta prueba son: 
Pendiente  Ho: La pendiente No es significativamente diferente de cero (  < ) 
     H1: La pendiente Si es significativamente diferente de cero  (  > ) 
Intercepto  Ho: El intercepto No es significativamente diferente de cero (  < ) 
        H1: El intercepto Si es significativamente diferente de cero  (  > ) 
Anexos 156 
   
Para este fin, el valor de los estadísticos  y  se calcula según las ecuaciones 6 y 7, 
respectivamente.  
 Ec 6 
 Ec 7 
En las cuales las varianzas  y  se calculan a través de las ecuaciones 8 y 9, 
respectivamente; 
 Ec 8 
 Ec 9 
siendo  y  los valores de cada una de las medida analíticas y  los valores promedios 
de las concentraciones. 
Una vez calculados los valores de  y , estos se contrastan contra el valor de 
, obtenido con el comando 1, para evaluar las correspondientes hipótesis. 
 
Para que la prueba para la pendiente sea satisfactoria, es necesario rechazar Ho. 
En el caso de la prueba para el intercepto, aceptar Ho indica que el modelo de ajuste 
lineal puede trabajarse como , mientras que, al rechazar Ho se debe trabajar 
con el modelo . 
3.3. Evaluación de la regresión y de la linealidad (Análisis de varianza ANOVA): La evaluación 
de la linealidad y de la regresión se realiza mediante un análisis de varianza ANOVA. 
Para este fin, en la tabla 2 se muestra la manera de calcular las correspondientes sumas 
de cuadrados (SC) requeridos para hacer el ANOVA, el cual se construye conforme a las 
indicaciones de la tabla 3. Las hipótesis estadísticas que se manejan para esta prueba 
son:  
Regresión   Ho: No hay regresión significativa en la curva de calibración ( < ) 
                        H1: Si hay regresión significativa en la curva de calibración ( > ) 
Linealidad  Ho: No hay desvío significativo de la linealidad en la curva de calibración  
  ( < ). 
                         H1: Si hay desvío significativo de la linealidad en la curva de calibración  
  ( > ). 
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 = señal del i-esimo nivel;  = valor promedio de las señales instrumentales;  = valor estimado de 
 para el i-esimo nivel; = pendiente curva de calibración; = número de ensayos experimentales, 
= número de niveles;   = número de réplicas medidas por cada nivel de concentración 
 
Tabla 3. Análisis de varianza ANOVA 
Fuente de 
Variación 
 SC SCM   
Regresión (R) 1 SCR    
Error (E) n – 2 SCE    
Linealidad (L) k – 2 SCL    
Error Puro 
(EP) 
n – k SCEP    
TOTAL (T) n – 1 SCT    
 = grados de libertad; SC= suma de cuadrados; SCM= suma de cuadrados medios  
n= número de ensayos experimentales; k= número de niveles de concentración. 
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Usando las ecuaciones de las tablas 1, 2 y 3 se obtienen los valores de  para 
los parámetros de regresión y de linealidad, los cuales, se deben contrastar contra el 
estadístico  a un nivel de confianza del 95% (α=0,05). El programa Excel permite 
calcular el valor de , A través del comando 2. 
 = DISTR.F.INV(α; ) Comando 2 
Para que la prueba de regresión sea satisfactoria es necesario rechazar Ho. 
Para que la prueba de linealidad sea satisfactoria es necesario aceptar Ho. 
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Artículo de revisión 
La miel de abejas como bioindicador medioambiental 
Honey bee as enviromental bioindicator 
Danny Rodríguez López1, 2, Químico; Consuelo Díaz-Moreno1, Ingeniera de 
Alimentos, Ph. D.; Martha Quicazán1, Ingeniera Química, Ph.D (C). Jairo A. 
Guerrero Dallos2, Licenciado en Química, Ph. D. 
1 Grupo de Investigación en Aseguramiento de la Calidad de Alimentos y 
Desarrollo de Nuevos Productos, Instituto de Ciencia y Tecnología de Alimentos 
(ICTA), Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá.  
2 Grupo de Investigación en Residualidad y Destino Ambiental de Plaguicidas en 
Sistemas Agrícolas, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, 
Sede Bogotá. drodriguezl@unal.edu.co, jaguerrerod@unal.edu.co. 
RESUMEN 
Algunos ecosistemas naturales presentan contaminación, resultado de los 
residuos generados por el uso frecuente e inadecuado de compuestos químicos, 
como plaguicidas utilizados en actividades agropecuarias, metales pesados en 
actividades mineras y compuestos orgánicos persistentes en actividades 
industriales. Estas sustancias xenobióticas en el medio ambiente inciden en la 
actividad apícola del país debido a que son recolectados, transportados, 
almacenados y concentrados en la colmena por las abejas durante la actividad de 
pecoreo, permaneciendo como residuos en la miel. La cuantificación de estos 
compuestos puede emplearse como un bioindicador para monitorear el estado del 
medio ambiente en una región apícola ya que la persistencia de estas sustancias 
toxicas perjudica directamente a todas las especies. Para evitar que mieles 
contaminadas afecten a los consumidores, algunas organizaciones internacionales 
han establecido límites máximos de residuos para algunos contaminantes 
identificados en este alimento. El siguiente documento presenta las principales 
vías de contaminación ambiental que influyen en miel, las normas nacionales e 
internacionales establecidas para controlar la comercialización y las metodologías 
analíticas actualmente disponibles para realizar la identificación y cuantificación de 
contaminantes. 
Palabras claves: Miel, contaminación, bioindicador, residuos, plaguicidas. 
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The pesticides used in agricultural in  Colombia could bring some problems regarding to  
beekeeping practices that are developed near crops fields, thereby the honey would be 
prone of contamination [1]. To tackle this problem, there were interviewed 100 beekeepers 
from 4 regions of Colombia, who have approximately 3000 hives. It was found that 71% of 
these hives are located near crops (distances <1 km), of which 52% are sprayed with 
specific pesticides. It also was found that 10% of beekeepers apply or have applied 
acaricides (Fluvalinate or flumetrina) for the infection control in hives. In this work, it is 
shown the data validation and implementation of a multiresidue method for the analysis of 
47 pesticides in Colombian honey. These pesticides were identified as the most used in 
agricultural and beekeeping practices in the regions of study.  
The proposed methodology involves three steps: liquid-liquid extraction from 1 g of honey 
dissolved in buffer citrate at pH 5.6 with methanol and ethyl acetate (EtOAc), cleanup with 
florisil/silica and pesticides elution with n-hexane/EtOAc. The analysis was performed by 
high resolution gas chromatography with pulsed splitless injection mode and simultaneous 
detection by µECD and NPD coupled in parallel. The method was validated according to 
the guidelines included in the SANCO/10684/2009 document.  
The methodology is specific, selective, accurate and robust. Linearity was evaluated in 
matrix matched calibration curves over concentration range of 0.005-0.500 µg mL−1. The 
recovery data were obtained by spiking blank honey at three concentration levels. The 
recoveries were found between 70% and 120% with precision values, expressed as 
relative standard deviation ≤ 20%, except for acephate and monocrotophos. For most of 
pesticides the limits of detection were found between 0.3-50 µg kg−1 and the limits of 
quantification in the range of 1.2-160 µg kg−1.The analytical method was applied to 70 
Colombian honey samples produced by Apis mellifera and stingless honeybees. The 
comparison of the levels of pesticides found in the four regions under study was conducted 
through the use of multilevel nested experimental design. 
 
[1] Bogdanov, S., Contaminants of Bee Products. Apidologie, 2006. 37(1): p. 1-18. 
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DETERMINATION OF AMITRAZ AND COUMAPHOS IN HONEY BY 
ELECTRONIC NOSE AND PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS 
PA 
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Amitraz and coumaphos are used for Varroa control inside beehives. This practice can 
leave residues that can be present in honey interfering on the international trade of this 
valuable product. The maximum residue levels (MRLs) of these compounds in honey are 
0.2 mg kg−1 and 0.1 mg kg−1, respectively (1). Traditional methods of analysis for these 
acaricides are expensive, laborious and time-consuming (1, 2). This work describes an 
easy, quick, cheap and free-solvent method for the analysis of these compounds in honey, 
using electronic nose and principal component analysis (PCA).  
Blank honey was fortified with acaricide solution prepared in ethyl acetate (EtOAc) at 
concentrations of 0.1, 0.2 and 0.4 mg kg-1. EtOAc was evaporated with a soft flow of 
nitrogen. For the analysis, 3 grams of honey were weighed into a vial of 20 mL. The vial 
was sealed and heated at 40 °C for 20 minutes. The headspace analysis was performed in 
an electronic nose Airsense Analytics GmbH PEN3. Operating conditions were: scan time, 
150 seconds; flush time, 450 seconds; gas flow, 60 mL/min. This procedure was 
performed for blank honey, fortified samples and acaricide standards. 
Making use of PCA, score and loading plots were obtained. They were useful in evaluating 
and differentiating samples with and without acaricides at concentrations equivalent to 
MRLs. For amitraz, we found that the principal components PC1 and PC2 explain 73.75% 
of the cumulative variance; however, discrimination is best achieved with PC2 and PC3. In 
the case of coumaphos, discrimination was achieved with PC1 and PC2, which explain 
81.1% of the cumulative variance. The loading plot shows that 3 of 10 sensors are 
important in the differentiation of samples with and without amitraz, while for the 
coumaphos are involved 7 of 10 sensors. Therefore, the electronic nose is more sensible 
to coumaphos. The sensitivity of this methodology can be improved by increasing the 
amount of honey and the temperature. The proposed methodology could be considered as 
a novel and efficient tool for qualitative and fast screening control of these two 
contaminants in honey. 
 
[1] Martel, A. C. and S. Zeggane, Journal of Chromatography A, 2002, 954(1-2): 173-180. 
[2] Volante, M., R. Galarini, et al., Chromatographia, 2001. 54(3): p. 241-246 
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Palabras clave: Plaguicidas, cromatografía de gases, miel de abejas. 
Introducción. En los últimos 20 años, Colombia ha 
incrementado el consumo de plaguicidas en un 450 %, lo 
que aumenta el riesgo de distribución de estos químicos 
en el ambiente (1). Un estudio que permita conocer 
cuáles son los niveles de contaminación por plaguicidas 
en una zona específ ica, requiere la evaluación de un 
número considerable de muestras de agua, suelo y 
material vegetal, lo que implica enormes costos de 
investigación y de tiempo. Una alternativa para afrontar 
este problema es el monitoreo de los productos apícolas; 
debido a que las abejas transportan y concentran en la 
colmena los diferentes contaminantes que se quedan 
retenidos en sus cuerpos y en sus cargas (2). Por tanto, 
el desarrollo e implementación de metodologías 
multiresiduo para el análisis de plaguicidas en miel de 
abejas que sean sensibles y económicas, permitirá 
evaluar la concentración de plaguicidas en este alimento 
y permitirá dar un concepto inicial acerca de los niveles 
de plaguicidas existentes en las regiones apícolas de 
Colombia. 
De esta manera, en este estudio se exponen los 
porcentajes de recuperación obtenidos en el desarrollo 
de una metodología multiresiduo para el análisis de 
plaguicidas organoclorados, organofosforados, 
organonitrogenados y piretroides en mieles empleando 
cromatografía de gases CG/µECD/NPD.  
 
Metodología. Se disolvió 1 g de miel en 1,5 mL de 
metanol, se realizó una primera extracción con acetato 
de etilo (AcOEt). Se centrifugó y se recuperó la fase 
orgánica. El residual de matriz se disolvió en 0,5 mL de 
metanol y se realizó una segunda extracción con 5 mL 
de AcOEt. La limpieza de los extractos combinados se 
realizó a través de una columna empacada con 2 g de 
sulfato de sodio anhidro, 1 g de silica, 1 g de f luorisil y 3 
g de sulfato de sodio anhidro, y la elución se realizó 
empleando 15 mL de AcOEt/n-hexano (3/7). El eluido se 
evaporo y se reconstituyó con AcOEt, aforando a 1 mL. 
Se realizó99* el análisis cromatográfico por  
CG/µECD/NPD. 
   
Resultados y discusión. Se encontró que la disolución 
de la miel en metanol es indispensable para hacer 
eficiente la extracción de los plaguicidas, debido a que 
se facilita el contacto entre la matriz y el AcOEt. El 
proceso  de limpieza con f lorisil y silica permite obtener 
una línea base con bajo ruido, gracias a que los 
interferentes son retenidos en la columna, impidiendo 
que eluyan con los analitos. Los porcentajes de 
recuperación obtenidos con esta se metodología se 
encuentran entre el 70% y el 120 %, como se muestra 
en la tabla 1. Esta metodología se presenta como una 
alternativa amigable con el ambiente, ya que utiliza 
cantidades bajas de solventes, si se compara con otros 
métodos multiresiduo (3).  
  
Tabla 1. Porcentajes de recuperación para el análisis de 
los 15 plaguicidas en estudio.  
Compuestos 




a-HCH µECD 24.95 80,1 
Clorotalonil µECD 28.15 119,1 
m-paration µECD 30.00 115,0 
Fenitrotion µECD 31.40 103,8 
Malation µECD 32.15 114,2 
Clorpirifos µECD 32.44 109,7 
Folpet µECD 34.45 98,0 
Endosulfan a µECD 35.11 70,5 
m-paration NPD 35.25 114,9 
Clorpirifos NPD 36.42 88,4 
Fenitrotion NPD 36.64 76,5 
Profenofos  µECD 36,90 - 
Malation NPD 36.94 87,6 
Endosulfan b µECD 37.68 86,1 
p´-p´-DDD µECD 38.42 81,5 
p´-p´-DDT µECD 40.04 83,8 
Profenofos NPD 44.88 88,6 
Propargite ECD 41.08 82,7 
Cipermetrina µECD 48.20 83,1 
Azoxistrobin µECD 51.65 85,1 
 
Conclusiones. La metodología evaluada para el análisis 
multiresiduo de plaguicidas en miel presenta porcentajes 
de recuperación entre el 70,5 % y el 119,1 %. 
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Un gran porcentaje de la miel de abejas que se produce en Colombia proviene de 
colmenas que han sido instaladas cerca o dentro de regiones agrícolas con el fin de 
proporcionar una fuente cercana de polen, néctar y agua para las abejas, e igualmente, 
para brindar a los cultivos el beneficio de la polinización. Sin embargo, un bajo porcentaje 
de estas tierras está libre de la aplicación de plaguicidas, productos químicos empleados 
para combatir a las plagas que atacan a los cultivos. Este hecho es un factor de riesgo 
para las actividades apícolas del país, no solo porque estos compuesto dañan a las 
abejas, sino porque las mieles que se producen en estas zonas pueden estar 
contaminadas con estas substancias. 
A pesar de esto, la distribución de la miel de abejas se realiza en el interior del país sin 
ningún tipo de control con respecto a los niveles de residuos de plaguicidas, debido a las 
pobres regulaciones exigidas para su comercialización. Esta situación pone en peligro a 
los consumidores de este alimento y limita las posibilidades de exportación de este 
producto, cerrando las puertas a un mercado prometedor, pues las mieles que se 
producen en Colombia poseen gran sabor, aroma y textura.   
En este estudio se realiza un sondeo del contenido de residuos de plaguicidas en miel de 
abejas provenientes de varios departamentos con alta producción apícola. Entre los 
plaguicidas analizados se incluyen algunos organoclorados, organofosforados, 
organonitrogenados y piretroides. Para esto, se emplea una metodología analítica 
multiresiduo que involucra tres pasos: extracción líquido-líquido con metanol y acetato de 
etilo, limpieza con florisil/silica y detección/cuantificación con un sistema CG/NPD/µECD.  
Esta información permitirá evaluar los niveles de concentración de plaguicidas en mieles 
colombianas, el posible riesgo para los consumidores y el estado de las prácticas apícolas 
de algunas regiones del país.   
 
 
 
